Reverse genetic study of cysteine biosynthetic genes in Arabidopsis thaliana by 渡邉, むつみ & Watanabe, Mutsumi
　　　Reverse　genetic　study　of　cysteine
biosynthetic　genes　in　Arabidoρsis　thatiana
2008
MutSumi　Watanabe
　欝離㎝㎜聾㎜羅鮒㎝監㎜撫識蕪㎜轡鋤
【ABBREVL醒皿ONS　1
ルσゐ緬蝉3伽’iana
APS　reductase
Adenoshle　5’－phesphos1ilfate
SUIfate　adenesyltransferase
Base　pa廿
β一Substituted　alal瞳ne　synthase
Cyanoalanine　synthase
Complo皿entary　DNA
Capillary　electrophoresis　t血e・of－flight　mass　spectrometry
Coenzyme　A
Columbia
Cystcine　synthase　complex
Cystehle
Deoxyribonucleic　acid
Dithiothreitol
Ethylendiamine　tetraacetio　acid
Expressed　sequence　tags
Fresh　weight
Gas　chromatography　time－of」f野ght　mass　spectrometly
γ一Gluta皿yloysteine
γ・Glutamyltranspeptidase
Gernrination皿e｛避um
Glutathio皿e
Me重hion血e
Messenger　ribonucleic　acid
Nicotinalnide　adenine　dinucleotide　phosphate
O・Acetylse血e
O・Acetylserine（thio真）lyase
Pisu励satilnlm
3’－Phosphoadenos血e－5噛一phosphosulfate
Polymerase　chain　reactio皿
Pyridoxal・5’・phosphate
sera’2，　lserat2∫2serat3，lserat3∫2
sera’1，Iserat2；2serat3，lserat3∫2
sera’1∫lsera’2；lser「at3；lserat3∫2
sera’1∫lserat2，・lsei「ロ’2；2serat3∫2
sera’1∫lserat2，画lserat2∫2serat3∫1
Ribonuolcic　acid
Reverse　tra皿scription－PCR
Spinacea　olerace
Se血e
Serine　acetyltransferase
SIR
TAIR
T・DNA
Tris
UTR
M　sativa
w’1’
Sulfite　reductase
The　Arabidopsis　Information　Resource
Transferred　DNA
Tris（hydroxymethyl）am三nometha皿e
U皿tra皿slated　region
Vicia　sativa
Wild・type
【CONTENTS】
GENERAL　INTRODUCTION
CHAPTER　l．　Physiolo」9ical　roles　of　l3－substitUted　alanino　synthase　ge皿e（Bsas）fiam皿y
　　　　　　　　　　　in　Arabidopsis　thaliana．
　　1．1．Introduotion
　　1．2．Results
　　　　　l．2．1．G¢no　expression　a皿alysis　of、Bsas　genes　in　Wild－tyl）e　plant
　　　　　L2．2．　Bsas　trmsoripts　i血bsas　Inutants
　　　　　l．2．3．The　cel1Ular　OASTL　actiVity　in　bsas孤utants
　　　　　lユ4．The　ce聾ular　CAS　act孟vily　in　bsas　mutantS
　　　　　L2．5．　The　cellular出iols　a㏄㎜ulatio皿i1　b5as　mu倣【ts
　　　　　L2．6．　Non・ta：geted　metabolome　a皿alysis　of　bsas　mutantS
　　L3．　Discussion
CHAPTER　2．　Physiological　rolcs　of　ser量no　acetyltransferase　gene（＆lra’）family　in
　　　　　　　　　　　温励肋鋼5伽1嬬α．
　　2．1．hltroduotion
　　2．2．Res聰1t5
　　　　　2．2．1．Isdation　of㎞㏄kout　mutants　of＆lrat　genes
　　　　　2．2．2．Crossing　of　sera’muta皿ts
　　　　　2．2．3．Isolation　of　ql血tUple　mutantS
　　　　　2．2．4．Phenotypic　changes　in　si191e　a皿d　quadmple　mutants
　　　　　225．Sセra’廿anscripts血quadmple血鷹mts
　　　　　2．2．6．The　cellUlar　Serat　acdvity　in　si皿gle　and　quadruple　mutants
　　　　　2．2。7．The　ceHular　OAS　and　thio重s　aooum皿lation　i　1　sing　le　and　quadrロple　muta皿tS
　　2．3．Discussio皿
GENER．AL　DISCUSSION　A［ND　CONCLUSIONS
ACKNOWLEDGEMENTS
MATER　IALS　AND　METHODS
REFERENCES
】LIST　OF　PUBL互CATIONS
1
58801335693334444444
53
57
58
66
74
【LIST　OF　FIGURES】
Figures
4567890123
1且
14．
SUIfUr　cyclc　in　the　nature．
Cystoine　metabOlism　in　higlier　plantS．
Formation　of　Serat－OASTL　complex　and、　regulation　of　cysteine町m曲esis　by　OAS
and　sulfide．
Prcdicted　amino　acid　seque皿ces　of　Arabidopsis　Bsas　genes．
Gene　expression　analysis　of　Bsas　genes　in　the　leaf　and　root．
Schematic　diagram　of　tlle血sertion　for　bsas　muta皿ts．
Bsas　transcriptS　in　the　bsas　mutantS　by　RT・・PCR　anaIysis．
OASTL　actiVity　in　tho　bsas　mutantS．
CAS　actiVity　in　the　bsas　mutantS．
Accumulation　of　Cys　a皿d　GSH　i　1　the　bsas　mutants、
Principal　compo皿ent　a皿a豆ysis　score　scatter　plot　of　wild－typc　and　bsas血utants・
Non－t町gcted　metabolome　a皿alysis　of　bsas血utants．
Identi五cation　ofγ一glutamyl－fi－cyanoalanine　by　comparison　with　tlle　synthetic
product　of　y・glutamyltranspeptidase（GGT）丘omβ一cyamoala血e　and　glutamio　acid．
A㏄umulation　ofγ・glutamy正・β・cyanoalanine　in　dle　leaf　of　w皿d－type　a皿d　bsas3；1
皿utant　treated　withβ一cya皿oalal丘随e．
Schematic　representation　of　Cys　a皿d　＆Cyanoala血1e　metabolism　in　Arabidopsis．
Predicted　ami皿o　acid　sequences　of　Arabidopsis　Serat　genes．
Schematic　diagram　of　the　insertion　for　serat　mutantS．
Sera’transcriptS　in　the　serat　mutantS　by　RT・・PCR　analysis．
Opened　silique丘oロ1　self」fertilized　Q2；2」leteroZygote．
DevelopmenLt　of　embryos　in　gree且and　wh孟te　seedS丘o皿se】f・fertilized　Q2；2
hetero2rygete，
Phe且otypic　changes　of　sera’mutantS．
Fresh　weightS　of　leaves　of　2－week－old　p】ants．
Serat　actiVity　and　accumulation　of　OAS　and　thiols　in　leaves　of　the　sera’mutants．
Serat　actiVity　and　accu皿ulatio皿of　OAS　and　thiols　in　roots　of　the　serat　rnutantS・
Schematic　representation　of　Cys　metabolism　in　leaf　and　root　in　Arabidopsis．
C】hromosome　10cations　Imd　duplication　eventS　for　Bsas　and　Serat　genes　indicated　in
ArabidOpsis　gen。mes．
つ右27
135588905611111 1222
27
9799222内」334．4
44
ﾘ47485255
【LIST　OF　TA］1］LE　S】
Tables
コ
Arabidopsis　Bsas　gene　family　and　bsas　mutants．
List　of　a皿皿otated　peakS　det㏄ted　by㏄一TOF／MS．
List　ef　annotated　peaks　detected　by　CE・TOF／］StIS．
Kinetio　constantS　of　recombina血t　Arabidopsis　Serat　isofbnns
An　combinations　of　mu1廿ple－muta皿t5　by　crossing．
Prh血er　design　for　bsas　m皿tants　screening．
Priiner　design　for　serat　mutantS　screeni皿g（ldentificatien　of　T－DNA　insertion）．
Primer　design　fer　sera’mut細lts　scree血gσsolation　of　llomozygote　mutants）．
Primor　design　for　real－time　PCR　analysis　of　Bsas　in　vvild－type．
Primer　design　for　RT－PCR　analysis　of　Bsas　in　bsas　mutants．
Primer　desigll　fbr処PCR　I皿alysis　of　Sera’in　serat　mutantS．
10
21・22
22・23
37
40
59
59
59
60
60
61
GENERAL　INTRODUC”ON
SUI　fur　and　its　il口Porta皿ce
　　　　　　　Su漁r　plays　a　pivotal　role　in　pla荘t　m、etabolism　a皿d　development．　Cystei皿e（Cys）as　the
：first　orga皿ic－redu㏄d　sUlfUr　oolnpou皿d　contdbute　not　ohly　to　life　as　build辻匡g　bl㏄ks　in　proteins　and
their　aotiΨity，　but　also　as　precursors　for　syntheses　of　me廿雌onine（Met），　glutathione（GSH），　co－factors
（liko　ironrsUlfur　clustcrs，　hemo，　siroheme，　molybdenum　centers，　lipoate），　esse血tial　Vitan血rs（as
biotin，血iam血e），　sUlfur　esters（coenzyme　A）and　sUlfUr　derivatives（Beinert　2000；Leustek　et　al．
2000；Marquct　2001；Gefber　and　LiH　2002；Mc皿del　and　Hansch　2002；Noctor　et　al．2002；Saito
2004）．Cys　is　also　used　to　SynthesiZe　secondary　metabolites　such　as　glucosinolates　in　Brassicaceae
（Mikkelsen　et　al．2002；Wittstock－amd　Halkier　2002），　allines　in　A　llium（Hun栂r　et　al．2GO5）．
　　　　　　　In　the　oxidizing　conditions　of　our　planeg　sulfinr　is　present　i皿the　so江in　the　fbrm　of　sulfate．
In　sUlfate　assimilation　pathway，　i　lorga皿ic　sulfTate　is　co皿ve】rted　to　sulfide，　the　1ast　being　incorporated
into　a皿itroge皿ノbaπbon　skeieto皿to　form　Cys　or　homoCys．　This　pathway　is　used　by　prokaryotes，　fumgi
and　photosynthetic　organisms（Kredi¢h　l996；Marz1皿f　1997；Thomas　and　Surdin・Keij　a皿1997；
Leustek　et　al．2000），　Among出e血ulticellUlar　organisms，　animals　are　unablc　to　reduce　sUl　fate　to
sulfide　because　they　lack廿㎡s　reductive　capabdHty，　as　in　the　oase　of　tho　reduction　of　nitrate　to　nitrite
and　that　of　carbon　dioXide　to　carbohydrate（Figure　l）．　Thus，　animal　metabolism　dependS　snictly　on
出e虻diet餅s曲r，　mI血Ey　in　reduced　form，丑rough　s曲r－containing　proteins（homoCys　AN（et　and
at　lesser　extc皿t　Cys），　and　sUlfur　essential　vitam、i皿s（Ravanel　et　a1．1998；Tabo　a皿d　Higgins　l　998；
Galili　and　H6fgen　2002；Nikiforova　et　a　1．2002；Noj　i　and　Saito　2002；Hesse　and　H6fgen　2003｝・
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Figure　1．　Sulfur　cycle　in　the　nature．
inorganic　sUlfur　is　assimilated　to　cysteine　by　plants，　bacteria，　a皿d　fungi．
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　　　　　　　　　Figure　2．　Cysteine　metabo翼ism　in　higher　plants．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2
SUIfur　assimilation　and　Cys　biosynthes孟s　i皿plImts
　　　　　　　The　assinlilatio皿of　sUlfate　could　be　su皿mariZed　in　fbur　steps：（1）uptake　of　sulfate；（2）
ao丘Ψatio110f　s曲tc；（3）reduction　of　sulfate；（4）Synthesis　of　Cys（Figure　2）．
（1）uptako　of　sUlfate
　　　　　　　The　maj　or　source　of　sU　lfur　for　plantS　is　inorganic　sUlfate，　althougb　thCy　ale　also　able　to　use
redu。ed　s曲ur　compoundS丘o血the　atmosphere，　su。h－as　sUlfur　dioxide　or　hydrog。n・sUlfide（Leustek
et　aI．2000）．　SUlfate　is　taken　up　and　distributod　w孟thin　cells鋤d　the　plant　as　a　whole　by　sulfate
transporters．　Pla皿ts　possess　multiple　sUlfate　tra皿sporters　with　d並ferent　prepenies　and　functions
（reViewed　i皿Buchner　et　al．2004）．　Arabidopsis　possess　14　genes　for　su1fate　transporlers，　diVided　into
five　groups　a㏄ordi皿g　to　scquence　similarity　a且d　fu皿ction．　High・a丘il麺ty　sulfate　transpOrters，　group　1，
are　respOnsible　for　uptake　of　sUlfate丘om　so皿solution　into　tllc　root　cells（Shibagaki　et　a1．2002；
Yos臆moto　et　a1．2002）．　Low－a伍nity　tra皿sportcrs，　group　2，　are　req皿ired　for　translooation　of　suifate
within　the　pla皿t；therefbre，　they　are　localized　in　xylem　parenchyma　and　phloem　cells　of　reotS　and
leaves（Takahashi　et　al．2000）．（lroup　4　transporters　are　localized　in　to皿oPlast　a皿d　are　respensible　for
sulfate　eMux丘om　the　vacuole（Kataoka　ot　al．2004a）．　Vely董孟tt董e　is　known　about　the負mction　of
sUlfate　tra皿sporters　of　groups　3　and　5，　except　a　dcmonstrated　abmHty　of　SULTR3；5　to　increase　the
rate　of　root・to幽shoot　suifate　translocation　i皿ATabidopsis（Kataoka　et　a量．2004b）．
（2）activation　of　sulfate
　　　　　　　　In　pla皿ts，‡he　high　potential　needed　fbr　sulfate　reduction　is　s皿ounte｛11〕y　only　o皿e
activation　step，　catalyzx：d　by　a　sUlfate　adenosyltransferaso　（ATPS）　produc㎞g　ade皿osine
5’－phesphosuifate（APS）in　presence　of　ATP．皿盛s　f㎞ding　was　u皿expccted　a且d　contrastS　With　the
establishod　pathway　reported　in＆c加漉痂αcoli，　Saccharomyces　cereりis’ae　and　fungi　in　which
su砿ate　is　activated　in　a　tWσstep　meohanism（Leyh　et　a1．1992；Marzulf　1997；Thomas　and
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Surdin，K｛mi　an　1997；Leustek　et　al．2000）．　The　fbnnation　of　APS　is　a皿energetically　unfavorable
reaotion　wh三ch　is　driven　by　the　consumption　of　pyrephosphate　and　through　APS　reduction　in　plastidS
（Bick　a韮d　Leustek　1998；WrIΨet　a1．1998；Leustek　e重aL　2000）．　At　a　molecUlar韮cvel，　ATPS　is
represented　by　a　smal1　multigene　family（fbur　genes）hl　Arabidopsis，　With　cDNA　productS　encoding
protehls　targeted　to　the　plastid5　and　oロe　of　cytosolio　localization（HatZfeld　et　a1．2000a；Rotte　and
L創stek　2000）．　These　fhldi皿gs　co皿丘rmed　early　biochemical　evidence　where　ATPS　activities　were
associated　with　the　plastid　and　the　oytoso隻（Lun血et　al．1990；Re且osto　et　aI．1993）．
（3）reduction　of　sUlfate
　　　　　　　　Reductio皿of　the　aot董vated　sulfate　tO　sUlfide　proceeds量n　a　two－step　reaction　that　proVides　a
gai皿of　eight　reduci　lg　eqUivalentS　to　yield　the　fma1　reduced　S－atom　sulfide．
　　　　　　　　The　sUlfate　residue　of　APS　is　reduced　to　sulfite　by　APS　reductase（APR）that　has　been
preVious1y　referred　to　as　APS　sUlfotransferase（Suter　et　a1．2000）．　APR　js　a　Imique　enZyme　not　fbu皿d
in　enterobacteria，　wherc　APS　needS　to　be　further　activated　to　3　Lphosphoadenosine・51－phosphosu1fate
（PAPS）fbr　reduotion　to　sulf7ite．　APR　possesses　a　transit　peptide　that　a1童ows　tra皿slocation　of　the
matUe　protein　to　plastidS．　The　APR　consistS　of　two　disti皿ct　domains．　The　N・tem血旧1　domain
resembles　PAPS　reductase，　while　the　C・tem血al　domain　exhibits　homology　to　thioredoXin　and　acts
as　a　glutaredoXin　using　reduced　GSH　as廿le　electron　donor（Bick　et　a重．童998）、　APR　catalyzes　a・
止iol・depe皿dent　two－electron　reductien　of　AP　S　to　sUlfite．　in　Arabidopsis，　three　APR　genes　were
characterized（Gutierrez－Maroos　et　a1．1996；Setya　et　a1．1996）．
　　　　　　　　1皿廿le　reduc盛ve　seque皿cc，　the　sccond　stcp量nvolves　dhe　transfer　of　siX　electrons　to　reduce
sUlfite　to　sulfide　and　is　oatalyzed　by　a　fe！Tedoxin　dependont　s皿1丘te　reductase（S凪）（he皿stek　et　al．
2000；Nakayama　et　al．2000）．　SIR　is　a　homodimer　polypeptidc　containing　one　siroheme　and　o皿e　iron
sul血r　cluster［4Fe－4　S】as　co－factors　per　sub㎜it（Nakayama　et　a　1．2000）．　Tb．e　enZyme　differs　frem
止e　NADPH・dependent　SIR　described　in　enterobacterieq　yeast　and　fungi　by　lacking　thc　fiavoe血zyme
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dornain（Thomas　a皿d　Surdin・Ke加n　1997；Bork　et　al．1998；Nakayama　et　a1。2000）．　Only　o皿e　gcne
was　found　in　the　Arabidopsis　genome，　and　thus　the　suh三de　fbr組ation　fbn皿sulfitc三s　catalyzed　by　the
sole　plastid　compa市皿o皿t（Bork　et　a1・1998）・h塾roots，　tlle　reducing　Power　is　provided　threugh
NAD（P）H，　ferredoXin　NADP－reduotase　and　ferredoxin（Yonekura・Saka』dbara　ot　a1．2000＞
（4）＄ynt　lesis　of　Cys
　　　　　　　The　final　stcp　in　the　asshl血ation　of　reduced　sUlfate　is　the　i皿corporat玉on　of　sulfur　fbr　the
Synthesis　of　lho丘rst　thio1－conta血丘ng　amhlo－aci〔t　Cys．　This　reactio血jnvolves　two　enzymes：se血e
（Ser）acetyltransferase（Serat）amd　O・acetylse血1e（tlliol）1ya3c（OASTL）（Leustek　et　al．2000；Saito
2000，2004；Hell　et　al．2002）．　Serat　catalyzes　the　sy皿thesis　of　tho　carbo皿一nitrogen　precursor
O・ace重ylseri且e（OAS）倉om　Ser　and　acetyl・CoA．　OASTL　belongs　to　the　large　family　of　the
pyridoxal－5’－phosphate（PLP）dependent　e邸ymes　catalyzingβ一replacement　reactions　and　also
de丘ned　asβ．substitUted　ala血c　syn止ase（Bsas）（Batema［n　et　a1．2002）．　Tllis　fami置y　oomprised
respectively　tlle甘ue　OASTL　tihat　catalyzes　synthesis　of　Cys丘o血　OAS　and　H2S　and　the
（ryanoala血e　synthase（CAS）for　the　formation　of　the　non・protein　arnin“acid　S－cyanoala　l血e丘om
Cys　and　cyanide，　wi止the　release　of　sUlfide（Hatz飴ld　et　al．2000b；Jost　et　al，2000；Hell　et　al。2002）．
The　actiVity　of　CAS　is　of　i　lterest　in　th、e　detoXification　of　the　highly　toxic　cell　cyanide　resulting丘om
many　processes　of　cell　metabolism（Hatzfeld　et　al．2000b）．　The　OASTL　and　CAS飴mily　are
stmcturally　similar　enzymes　with　complex　bioohemical　propenies，　shlce　both　catalyze　Cys　and
P－cyImoI繕aninc騨止銘is　more　ef且ciendy（HatZfeld　et　al．2000b；Jost　et　al．2000；Warrilew－and
Hawkesfbrd　2000；Yamaguchi　et－al．2000；Holl　et　a1．2002　and　references　therein；Warrilow　and
Hawkesford　2002）．
　　　　　　　By　centrast　to　mImy　amine　aoids　whose　synthesis　takes　place　in　the　plastiq　Serat　Imd
OASTL　were　found　associated　With　plastidS　but　also　cytosol　and　mitochondiia　of　pla皿t　cells（Lunn
et　a1．1990；SaitO　2000；Hell　et　a1．2002；Droux　2003）．　Theso　two　enzymes　in　Arabidopsis　were
5
encoded　by　multigene　families（five　members　fbr　Serat，　a皿d　ni皿e　members　fer　Bsas）（Jost　ct　al．
2000；Heil　et　a　1．2002；Droux　2003，　references　therein；Howarth　et　a1．2003；Kawash三ma　et　al．2005＞．
To　date，血ve　Serat　isoforms　and　6　Bsas　isofonms　of　the　9　Bs…紬ave　b㏄ロwell　oh町ac㎞副with
res圃to　their。m抑atic　properties　and　subcel1Ular　localiZati。n．　J旧ゆg丘。m　their　kinetic
propenies，　Serat1；1，　Serat2；1，　and　Scrat2；2，　whicll　afe盈㏄aHzed　hl　the　crytosol，　plastids，　a皿d
mitocho皿dri縞　respectivoly，　seem　to　play　maj　or　roles　in　OAS　ferr皿ation（Noj　i　et　al．1998）．　Two］面nor
forms，　Serat3；l　and　Sera6；2，　which　are　10calized　i皿tho　cytoso1，　are血duced　under　stress　cenditions，
i．e．　sUlfur　defic孟e皿cy　and　heavy血etal　stress，　and　thus　may　play　a　role　in　adap憾ve　responses　to
s〔匡esses（Kawas］㎞皿a　et　al．2005）．　The　activity　of　two　isofbrms，　Seratl；l　and　Scrat3；2，　are　regUlated
by　allos重eric　fbedback　illhibition　by　Cys，　the　tenn重11al　product　of　this　pathway，　at　physiological　Cys
ooncentrations（2脚10　μM）．　Other　isoferms　are　insensitive　ωCys，　ind量cating　止o　presencc　of
isofbm1－specific　control　mechanisms　by　Cys（Nql　i　et　a1．1998）．　Judging丘om　their㎞etio　properties，
Bsas　l；1，　Bsas2；1，　and　Bsas2；2，　which　are　localiZed　in　the　cytosol，　plastidS，　a皿d　mitocholld憾馬
respectively，　of　Arabidopsis　ce聾s，　are　considered　the　predominant　OASTL（HeH　et　al．1994；Hesse
and　H6fgen　l998；Hesso　ot　a1．1999；Whtz　et　Iil．2004）．　In　co皿trasg　Bsas3；l　localiZed　in　tle
mitochondria　is　supposed　to　act　at　in　vivo　condition　as　CAS（Hatzfeld　et　al．2000b；Yamaguchi　et　a1．
2000）．Bs　as4；l　alld　Bsas4；2　loca血zed　in　the　cytosol　demons廿ate　low　OASTL　actiVity（Hatzfeld　et　al．
2000b；Yamaguchi　et　a1．2000）．　The　remah血g　isofbmls，　Bsas　l；2，　Bsas4；3，　and　Bsas5；1，　are　much
less　cha「acterized．
RegUl　ation　ef　Serat　and　OASTL
　　　　　　　Aunique　regUl　atory　mecha眺m　operates　througll　the　fbmlation　of　an　enzyme　complex
hlvolvi皿g　Serat　and　OASTL（Figure　3）．　Serat㏄curs　i皿associatio皿wi出OASTL　to　f（｝nn　a　high
molccular　weight　mult韮e㎎yme　comple】～designated　as　Cys　synthase　that　was　first　desoribed　in
baeteria（Kredich　l　996）．　Serat　is　assumed　to　cons　ist　ef　a　dmer　of　homotr　imers　that　forms　OAS　With
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highest　ethciency　if　it　is　associated　witll　two　homodimers　of　OASTL　in　the　Cys　synthase　complex
（CSC）（WtrtZ　and　Hell　2006）・Purified　Serat　has　been　show皿to　be　catalytical藍y　aotiΨe，　but　in　v加ro　it
req血es　a　400・fold　excess　of　OASTL　actiVity　to　achieve　maXimal　Cys　formation（Ruf野et　et　a1」994）．
The　ce1［ular　actiVity　of　OASTL　is　100暉fbld　tr）300・fbld　i血excess　over　Serat（Saito　2000；］Hell　et　a1．
2002；Dreux　2003）．　Kine丘c…malysos　of止e　plant　CSC　revealed　that　the　b　ound　OASTL　dimers　are
catalytically　almost　inactive　in　the　compleコ～wheroas　Serat　requires　the　presence　of　a　large　excess　of
OASTL　to　gain釦11　activity（proux　et　a1．1998；冊tz　et　aL　2004）．　Thercfbre，　it　is　con㏄最vable　that
止eintermediate　OAS　is　released丘om　the　oomplex　and　serves，　together　wi出sUlfide丘om
assimilatory　sulfate　reduction　inL　pSastids，　as　a　substrate　for丘㏄and　highly　act三ve　OASTL　d血ers　to
＄ynthesi　ze　Cys．　In　Vi’tro　sUlfide　stabilizes　the　CSC，　thus　promoting　Serat　actiVity　and　Cys　formatio凡
whereas　OAS　destab皿izes　tho　CSC（Kredioh　et　a1．1969）．
OAS
Seri　ne＋
Acetyl－CoAO S
↓
dissociation
association
↑
S2一
国■国團 OAS＋H2S
　　　　Cys
■Serat　［コOASTL
Figur63．　Formation　of　Serat・OASTL　comp置eエand　reg腿匪ation　ef　cysteine　synthes量s　by　OAS　and
醐1飼¢．
Black　boxes　indicate　Serat　and　white　boxes　indicate　OASTL．　The　c韮zymes　associate　threugh
spec澁c　interaction　domains．　Sulfide　promotes　fbrma丘on　of　the　comple】～thereby　stim睦Iating　OAS
fbrmation．正f　OAS　a㏄皿11罎ates　because　of　an玉！15u缶cienqy　of　su］田de，　the　Qomp茎ex　is　destabiHzed，
thereby　reducing　OAS　synthesis，　OAS　also　reacts　wi出sulfide　to　fbnn　cysteine　catalyzed　by丘ee
OASTL．
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Aims　of　study
　　　　　　　Bsas　and　Serat　haΨe童mportant　roles童n　the丘nal　step　of　the　reduotive　su止fate　assirnilatie血
pathway，　catalyzing　the　sequentiaI　reactions　leadi　lg　to　Cys　prodロotion．　The　bi㏄hemical
characterizations　and　subcellUlar！ocalization　s加dies　of　both　Serat　and　Bsa5　were　relatively　well
oonducted，　Howeve1」皿nderstanding　whe出or　those　isofbrms　play　evorlapping，　or　distinct　roles加
1iivo　is　a　questio皿that　rema量ns　open．　Tlle加vivo　sig皿ificancc　of㏄皿一speci丘c　or　subceUular
oomp　ar勧皿entation　has　remai皿ed　largely　unaddressed．　In　th童s　stUdy，　I　have　used　the　reverse　ge皿etics
strategy　to　apProach　the　genes　w量th　u㎡㎞ownL　fi皿otion　in　vかo．　The　completion　of　total　ge且01皿e
se｛1ロen㏄s　has　createCl　the　opportunity　fbr　pulsui皿g　reverse　genetics　i　l　an　eXhaustive　a皿d　complete
manner．　Reverse　genetics，　fiirtdamentally　different　fro皿forward　genetics，　begins　With　a　muta皿t　gene
sequen㏄and　askS　tho　question‘‘What　is　the　resu1血g　ohange　in　phe皿otype？”，　while　fbrward
genetics　isjust　the　opPosite．　Gene　knockoutS，　or　nu董l　mutations，　are　impcrtant　beca皿se　they　provide　a
direct　reute　to　determining　the　function　of　a　gene　product　in　vivo．　Most　ot　ler　approaches　to　gone
釦皿c｛ion　are　oomelative　and　do　not　necessarily　plove　a　causal　relatienship　betWeen　ge皿e　sequence
and　fUnctien
　　　　　　　　This　stUdy　reports　the　analysis　of　T－DNA・inserted　knockout　Arabidops三s　muLtants　of　Bsas
a皿dSerat　genes　fbr　their　ge皿e　expression，　e正臣騨［e　activities，　and　metabolite　proftles．　Through　tbe
conj　unctive　stUdy　of　genetic　analysis　of㎞㏄kout　m哩tamtS　and　preViously　reported　bioche皿i。al
analysis　of　recombiriant　proteins，　the　physielogica1　fu皿otions　of　these　genes　in　vivo　are　clarified．
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CHAPTER　ONE
Phys董0109董cal　roles　of　I3－substitUted　alanine　synthase　ge皿e（Bsas）family　inArabidopsis　thaliana
1．1．　lntrOduotion
　　　　　　　Cys　fbnnation　is　catalyzed　by止e　enzyme　OASTL　by　us並g　OAS　a皿d　sul藪de　as　substratcs．
OASTL　contains　a　PLP　cofactor　and　has　now　been　classhied　within｛tho　Bsas　subfamily　in　the　large
super飴m皿y　of　PLP・depe且dent　enzymes（HatZfeld　et　a1．2000b）．　Thc　OASTレHkc　protein
β．Cyanoalanine　Synthase，　which　shares　a　high　homology　at　the皿uc互eotide　and　amino　acid　level　with
OASTLs，　b　elo皿gs　to　the　samc　enzyme£amily（HatZfeld　ct　al．2000b；Jost　et　al．2000；Droux，2004；
Wi血et　al．2004）．　ln　cyanide　detoxification，　CAS　catalyzes　the　formation　of　tlie　non・protei血a曲o
aoidβ・oyalloalanine丘om　Cys　and　cyanide，　producing　su1五de　as　a　prodロct（Blumen1山al　et　al．1968）．
β一Cyanoala1rine　is丘mhcr　metabolized　to　asparagine　in　most　plantS（Blumollth農1　et　a1．1963；Castric
et　a1．1972），　or　it　can　be　oo叫lugated　toγ．91utamyI一β一cyanoalanine　in　cya皿ogenic　pIants　such　asレ7cia
sadVa（Ressler　et　al．　1963）．
　　　　　　　Nine　putative　Bsas　gencs　have　been　ident箇ed　in　tle　whole　genome　sequenc量ng　of
Arabidopsis（Arabidopsis　Genome　htiative　2000）．　Tb　date，6Bsas　isofbms　of　the　9　have　been　well
characteriZed　with　respect　to　their　enZymatic　properties　and　subcellUlar　jocalセation　（Table　l）．
Bsas　l；1，　Bsas2；1，　and　Bsas2；2，　which．　are　localized孟n　the　cytosol，　PIastids，　and　m、itochond！i馬
respectively，　are　considered　the　predom三nant　OASTLs　a㏄ording　to㎞etic　analysis（HeH　et　aL　1994；
Hesse－and　H6fgen　1998；Hesse　et　al．正999；Wirtz　et　al．2004）．　In　con甘asちBsas3；1　localized　i皿Ihe
mitocbond1ia　is　supPOsed　to　act　at　in　vtvo◎on〔紅tion　as　CAS（Hatzfeld　et　al．2000b；Yamaguohi　et　al・
2000）．Bsas4；1　and　Bsas4；2隻ocalized　in　the　cytosol　demonstrate　low　OASTL　actiVity（HatZfeld　et　al・
2000b；Yamaguohi　et　al．2000）．　The　remaining　isofbmls－Bsas　l；2，　Bsas4；3，　and　Bsas　5；1・are　much
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leSS　chafacterized．
　　　　　　Althougll　these　biochemical　characterizatioms　and　suもcellUlar　l㏄alization　studies　were
relatively　well　co皿duoted，　the　actual　roles　of　Bsas　genes　in　vゴvo　are　not　necessarily　clear．　Questions
such　as　whether　each　Bsas　isofor　1　is　redunda皿t　or　has　a　spccific　function　in　vtVo　and　to　what　extent
each　Bs　as　isoform　contributes　to　the　synthesis　of　Cys　andβ・cya皿oaia血e　remain　unresolved．　It　is
therefbre　importa皿t　to　conduct　in　vivo　analysis　to　reveal　the　actual　f口nction　of　individua監Bsas
isofbmls．　The　availaも1e　sequenco　infbmlation　of　the　entire　Arabidopsis　gcnome　and　rich　genetio
resources　make　it　possible　to　provide　genetic　e・viden㏄for　the　roles　of、Bsas　genes　in　vtVo．　This
chapter　reports　tho　analysis　of　T－DNA－hlse道ed㎞㏄kout　m磁鵬of　A【abidopsis　for　their　gene
expression，　e皿zyme　activities，　and　metabolite　profiles．　F血thennore，　non・taigeted　metabolite　profles
of　bsas　血utants　revealed　that　Arabidopsis　can　a㏄u皿ulate　γ一gluta皿y1－B－cyanoalani　le　as　a
consequence　of　the　CAS　action　of　Bsas3；1．
Tab量e　1．　Arabid叩sis　Bsas　ge皿e　family　and　bsas　mutants．
途ofb皿　　AGI　code　　SubceHular
　　　　　　　　　　　　　　　localization
In　V’血り　actiVity　　Reference Mu㎞重皿）
Bsas　1；l
Bsas　1；2“
Bsas2；1
B…ms2’2
Bsa昼3；1
Bsas4；1
Bsas4；2
Bsas4；3
Bsas5；1
At4914880
At3922460
Aag43750
At3959760
At3961440
At5928020
At3904940
At5928030
At3903630
Cytosol
Cytosolb
Plas髄d5
N畦t㏄hondria
Mitochondria
Cytosol
Cytosol
Cytosolb
Plasddsb
　ed　　　　瓠瓠　　　　　　　瀦　血㎜畿㎜誌㎜翻 Hell　et　a1．（1994）；Baπoso　eI　a1．（1995）；
Jost　et　a1．（2000）
Jost　et　a1．（2」000）
Barroso　et　al．（1995）；Hesse　et　al．
（1999）；JoSt　et　a1．（2000）
Hesse　et　a1．（1999）；Jost　et　al，（2000）
HatZfeld　et　a1．（2000）；Y曲aguσhi¢t　al。
（2000）
正latzfeld　et　呂玉．　（2000）；　蜘ユohi　¢t　a1．
（2000）
Hat乙fヒ1d　et　a1．（20⑪O）；「㎞gロchi　et　a1
（2000）
Nakamuia　et　al．（1997）
Salk　O7n13
S｛’ll［021183
Saik　OOO860
Salk　O22479
Salk　O97875
Saik O92696
salk　IO3855
Salk　O34133
aBstzsl’2　gene　is　a　trmcated　gene．　Tlle　gene　is　t田皿scribed　but　not　translated　into　a　fU皿ctienal　Bsas　protein．
b　SubceUular　localizations　were　predictx　d　by　Targetl？（httP：〃www．cbs．dtUCk／s副ce瓠2㎎etP’predictionSlp　redhtml・）
and　WbLF　PSO】近（球Φ：〃wolfpsort　seq，　cbrc．jpt）　a皿alysis．
10
9開33；1
9開図罰
■閲鴎2
■閲AP
幽鵬s3
968611¶　。・。・…　　。・・・…　　。・・・・・…　　。・。・・・・・・・・・・・…　　。・。・・。・。・・・・・・・・・・・・・・…　　。・・・…　　。・・・・・・・・・・…　　．．．．・．．。．。．．．．3
9開61謹　…　　。…　　。・・。・・。・・・・・・…　　。…　　。・。・…　　一…　　。・・・・・…　　一・…　　。・・。。・・…　　。・・・・・・・・・・・・・…　　。・・・・・・…　　。・…　　。・。。3
　　　　　＿＿＿＿＿．＿．。＿．．＿＿．MIVL7SSS▲「LL蟹PL讐8夏＿．．H鼠川α8P：L88L8L88aK…7DV88…TLICRQS夏8DWC欺V　l　62●●83卸鯛22剛旭1猷8麗蟹朗㎜鵡O工LSTZLG甑SCYT8M）LAT8SS▲L：，LZ蟹PL誓88888聞脈臓臨C8P駆88L8「8駄8D「SULmcng8鼠8「旭08星jtDPSVVCS　：　100
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　36… ●… ●・．・・。D。●・・●・・。．・9・●・。・…　　●…　　。・。・… 9・・．●．．・．．・。．．●・●．。．』口し8V8鳳1βLIU艮8響工pcrSH7V臓KLrSTVGSPS「▲OR：
●　●　o　●　●　●　o　●　贋　●　●　■　0　9　●　…　　　　●　0　9　・　●　●　■　●　●　■　■　o　●　●　o　●　○　■　■　●　●　○　・　馴　・　●　●　o　●　●　o　■　●　●　・　の　■　o　●　・　・　●　・　，　o　o　・　o　●　・　・　．　．　・　・　o　o　・　瞬　．●　・　●　●　．　・　…　　　　●　●　●　・　o　・　…　　　　o　・　○　●　3
●　●　■　■　●　●　●　●　●　●　■　●　●　o　●　●　■　●　■　o　●　●　9　9　●　●　●　■　●　●　●　●　●　・　●　■　o　●　●　■　●　●　o　■　○　●　o　●　●　●　●　●　●　●　●　●　●　●　●　●　●　o　．　o　・　●　●　…　　　　●　・　・　●　●　●　・　・　●　・　●　●　●　・　●　，　●　○　・　…　　　　o　o　．　o　●　0　9　・　：
・　●　■　o　■　．　●　●　9　●　・　●　・　●　●　●　○　●　●　●　o　o　9　●　●　●　●　o　■　●　◆　●　●　●　●　■　●　●　o　●　●　・　O　o　●　o　●　・　・　．　・　o　・　o　●　o　●　．　．　●　●　・　●　o　．　●　．　●　●　●　9　・　・　●　●　9　・　o　・　o　・　●　●　・　…　　　　●　●　．　．　・　●　・　●　・　●6　・　・　3
＿＿．＿＿猷7A8？SLRLLPQSPLGnttSKLHRrS蟹）LKLSLrS7HHDSSSSLAVR．讐M8「WO▲：SGKS870緊KSKSK馨KRKP？？PP？V馨rv▲386
軽il蕪講塗灘i
■陶賜●3言1　LIU）LPKD「P8馨夏▲KRD▲8L
隷三1謹1羅illi
VVVV8888
77W7
ｷ盟W
隷盆猷器銀 ：92：gs
：162
：200
：i36
：9‘
：95
：9‘
：186
9関61；t
93■●12LV：7
■闘■2詞L：LT
膨鶴22L工L
■闘63講
9開醐rt，　v工LV
nsas42　VVL警
D開図2v工L
9闘65；1L工VT
v
工
VVV
v
P▲K
PムK
？NC
P▲x
P▲K
Q9：
P8κ
z8工
？ZK
＾＾OO＝V工V鑑 i墜
　　　r　　8
0　：D　　猛
　　Lr　　　■
　　VD　　　罵
6Y翼LO
6￥HLQ
8YKL　O
AY－Qハ1翼CO
GY工PQ
8：MLr
GY工PH
AYE「o
G7
G8D7D7DTLD8D8DSD7
：
：
L
v
rll陪Y：192
．　　　　：188
S　　5
■闘陰1劉　L■匿O買…KLY6引国■■》引ド▲工L8■βK■■PHKTQO工G▲67工顧V薗買VDL：D1識【ノOV88DB8■PMハ』しO璽■匹K引■■匹
9関臨12　・一・・一・…
9開曙¶：　n翼？BL）cv：
鳳2：　　K蟹PK警OV1
●闘S3：，SL　　K贋P買V匡：Y
91鵬43L　　O翼KD：KVCV
9閲642L　　期llCDrlCVIe
馳開6413L　　ta「ICD　Z　tCVCV
9開凶：L　　　l①：Dcvv
●　琵瓢島鴨W凱槻 　　　　　　　　　　　　　　　の　　　　　の　　の　　．　　ロ
翼KZOOZGAO7VHKIQ6：G▲G7工
HA：2G蟹GvarK
HL工00：68G：V
HLZQG：σ」しOL工
HLZOGIG8G皿：
．．．．．．．．．YL
　　　　　　　　　■　　ロ　　リ　　の　　の　　ロ　　　　　．　　ロ　　．　　　　　り　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　サ　　．　　　　　　
L▲：VDBY工▲工88星：　　　　　　　　　o
O翼：』口D■Vエハ」：S8：星　　　　　　　　　　K
MDV圏曝8VL罵V88星D　KL，工VDB：：OVハLG罵：　　　　　　　　　K
7蟹VLD星V工OV蟹8V■KL8：VD：エエOVT6■KVKLLDrv「κV8買6　　　　　　　　　　　　r
■PKL■QR？
●　　　■　　　●　　　●　　　●　　　o　　　●　　　●　　　●　　　・　　　o　　　●　　　●　　　o　　　・　　　，
o PP
SL
　：292
●：
▲3362
▲言400
　：336
V：29‘
V：295V3294
T：376
■開st2
e関sX，1　W7
9関曙2vvrb閲63劉T工H
」噂4講wr」鵬42vz7●随●4PV工r
■関sS；VL7
lb8●¶；1　」L工「P■1「■圏■国■9駈8馨V引1■Djし7臓K■り口B▲翼『圏「露▲…　　書322
　　　　　．●●．　　●．○・●◎●●．．．9●●．．．．●●．．●●・．．●：
馨警』響8
27馨7888
8：験二
8：RB
BL夏K
s：aY
8VR麗
8v鼠Y
8工m
罵QMQP星L．．．：392
罵K翼OP星mvs6；433
　：）IPC？VSVD。3368
　翼LP：B．．．．：323
　翼LP：o．．．．：324
　蟹Lpv1．．．．：323
a：）SRy．．．。．：‘04
Figure　4．　Predicted　amino　acid　se（置uences　of　A　rabidopsis　Bsas　genes・
The　predicted　amino　acid　sequences　of　Bsas　genes　were　aligned　using　the　multiple　ali．gnment
program　ClustalX（Thonlpson　et　al．1994）．　White　letters　in　a　black　box　indicate　conserved　amino
acids，80ut　of　g　matclles．　The　conserved　pyridoxa15’－phosphate　binding　site（PXXSVKDR）is
血dicated　with　a　black　bar．
ll
L2．　Results
1．2．1．（］hene　expressien　analysis　of　Bsas　genes　in　wild－type　plant
　　　　　　　In　Arab三dops重s，　there　are　9　genes　e皿cod三ng　putative　Bsas（rho　ArabidopSis　Geno皿o
ihitiative　2000）（Table　l）．　However，　Bsasl，2　is　ul1Hkely　to　encode　a　fimctional　protein，　since　its
predioted　am血o　acid　sequence　is　half　the　lc皿gth　of　othcr　Bsas　isofbrms　and重s　probab量y　derived　from
the　N．terminal，region・encoding　ponion　of　Bsasl；1　（F孟gure　4）　（Jost　et　al．2000）．　Therefbre，　we
excluded　the　Bsas1；2　gene　from　fUrther　study．1血order　to　accurately　de缶rmine伍e　expression　levels
of　the　80ther　Bsas　genes，　quantitative　real－time　PCR　was　perfbmed　on　the　total　RNA　extracted
丘em　leaves　and　rootS　of　2－week－old　plants（Figure　5A）．　A　high　level　of　expression　for　Bsasl∫1　and
Bsas3，1　and　a　moderate　leve童of　eXpression　for．Bsas2，1　and　Bsas2∫2　were　observed　and　compared
With　other　Bsas　genes．　With　respect　to　tiss頂e　spechicity，　Bsasl∫1　was　expressed　in　similar　amounts
in　Ieaf　alld　root．　Relatively　high　amo皿ts　of　Bsas2∫1　a皿d　Bsas3∫i　transcriptS　was　obser鴨d　in　lea£
Bsas2，2　expression　vvas　higher　in　root　than　in　leaf．　These　tissue　spechicities　were血agree躍1ent　With
the　data　previously　obta三ned　by　m紬em　analysis（Hesse　et　al．1999；Yamagucbj　et　al．2000）．　The
transcriptS　of　the　other　Bsas　genes（Bsas4∫1，　Bsas4；2，　Bsas4’3，　and　Bsas5’1）oo皿1d　be　detected　but　at
an　overall　lower　expression互evel．　These　results　for　expression　levels　and　tissue　spechicities　were　i皿
good　agr㏄ment　With　the　microarray　analys重s（GenevestigatOr；https：〃www．genevestigator．ethz．cl1）
（Figure　5　B）and止o　number　of　expressed　sequence　tags（E　STs）hl　Tho　Arabidopsis　l　nrfermation・
Resource（TAIR）伍讐P：〃www．arabidepsis．orgノ）（Nqli　et　al．2006）（Figurc　5　C）・
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Figu祀5．　G¢ne　exp祀ssion　analysis　ofBsas　genes　i皿tbe　leaf　an“root．
（A）Q肛a轟titative　rea1・time　PCR　analysis，　Tbtal　RNA　was　extracted丘om　leaves　and　roots　of
2・w㏄k。01d　wild－type　pla皿tS．　Data　are止e　mea皿s　of　triplicate　det釘minations±SD（bars）・（B）
Exprcssion　analys三s　using　tlle　Genevestigator　tool　based　on　DNA　microarray　analysis
（httPs：〃www．genevestigator．ethz．oh）．（C）Expression　analysis　pcrfbr血ed　using　the皿umb　er　of　ESTs
in　the　TAIR　database（http：〃www。　arabidepsis．orgり．
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L2．2．　Bsas　tra皿sc】r量pts　in　bsas　mutantS
　　　　　　　On　searching　the　Salk　institUte　lnseni。nal　Mutati。n　D鋤ase，　T－DNA　inserti。n血utants
（A［onso　ct　al．2003）were　idontified　fbr　8　Bsas　genes・The　bsas　mutants　of　aU　Columbia（Co1曹0）
baokgreund　were　identified　in　a　PCR－based　sereening　of　the　various　T・DNA・transfor　led
populations　of　Arabidopsis　fbr　those　bearj皿g　kEcrtio皿s　in　tho　Bsas　l㏄us（F童gure　6）・Aftcr　se1㏄丘on
of　the　homozygous　T・DNA　inserdo皿mutantS，　semi．q．ua賦titat量ve　reverse　transcription（RT）．pCR
analysis　was　perfor　led　for　Bsas　transcriptS　in　2－w㏄k－01d　wild－Qype　plants　a皿d　bsas　mutantS（Figure
7）．ln　all　bsas　mutantS，　the　expressions　of　targeted　Bsas　genes　for　knockout皿utation　was　repressed
but　the　expression　levels　of　other　Bsas　genes　besides　the　knoekout　Bsas　gene　vvere　not　remarkably
cha皿ged　compared　with　those　of　the　w∬d・重ype．　The　same　result　was　obtained　in　the　analysis　of　root
（data　not　shown）．　In　additio4　no　visiblc　phenotypic　changes　were　observed　hl　an　bsas　mutants
compared　with　the　Wild・type　皿nder　nonnal　growth　◎o皿didons．　These　fi皿盃皿gs　suggest　that　the
knockout　of　each　Bsas　ge血e　caused皿o　apparent　cha皿ges　in　development－amd　expression　of　other
Bsas　ge皿es　u皿der　normal　grow廿100ndi廿ons．
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1．2．3．The　ce孤Ular　OASTL　activ量ty　i皿bsas　m皿tants
　　　　　　　OASTL　act重Vity　was　detem盛ned　in　cnlde　protein　extractS　of　the　bsas　mutants血leaves
（Figure　8A）and　in　rootS（Figure　8B）and　compared　with止e　w皿d－type・Greater　reductまons　in
OASTL　actiVity　were　observed　in　bsasl∫1，　decreasing　tO　50％in　leaf　and　24％in　root　as　compared
to　that　in　the　w皿d－typo，　ln　bsas2’1，0ASTL　actiVity　deoreased　to　75％血1eaf　aud　80％il　roet．　h
bsas2；2，0ASTL　aotiVity　did　not　change　i皿leaf　but　decreased　to　82％並root．　The　actiVities　in　other
bsas　mutants　did　not　ohange　s三gnifica皿tly　as　compared　with　those　in　the　wild－type．　The　cytosolio
Bsas　l；1，　plastidic　Bsas2；1，　and　mitochondria豆Bsas2；2，　whioh　were　oons重dered　to　be　predo鋤ant
OASTLs丘om　biochemioai　analysis（Hell　et　al．1994；Hesse　a皿d　H6fgen　l　998；Hesse　et　al．1999；
Wirtz　et　a　1．2004），　did　contribute　to　OASTL　activity　in　vivo，三n　difirerent　cellUlar　compartmentS．　The
difirere皿ce　in　the　activ重ty　of　each　Bsas　isofbm1，　judging丘om　the　OASTL　activity　moasurements　in
mu｛ants，　correlated　With　the　d機rcn㏄i1　Bsas　gene　expressio皿（Figure　5）．　The　predominance　of　3
Bsas　isoforms（Bsas　1；1，　Bsas2；l　and　Bsas2；2）suggests　that　these　Bsas　gones　are　responsible　for止e
production　of　Cys　used　in　the　d憾erent　cellular◎ompa血nellts．
1．2．4．Tlhe　cellular　CAS　activity　in　bsas　muta皿ts
　　　　　　　CAS　actiVity　was　dctem血量ed　in　crude　protein　extracts　of止e　bsas　m虻a皿ts丘o血1eaves
（Figure　gA）and丘om　roots（Figure　9B）．　The　activity重n　bsas3∫l　mutant　decreased　dramatically　to
36％in　leaf　and　45％in　root　as　oompared　to出oso　in　the　Wild－｛ype．　This　result　suggests　that　dle
皿itochondr童al　Bsas3；1，　which　was　considered　to　be　a　gem血e　CAS　judging　by　the　s皿bs｛Iate
specifici重y　of　recombinallt　pretei　l（Wa㎡low　and　Hawkesfbrd　l998；Hatzfold　et　a1・2000b；
Yanzaguchi　et－al．2000），　played　a　maj　or　role　as　CAS．　Sig㎡fioa且t　reduction　of　CAS　activity　was　also
obserΨed㎞bsasl∫1，　deoreasi皿g　to　80％i皿leaf　and　64％in　root　The　reduction　in　CAS　actiVity　i皿
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bsasi；l　was　ascribed　to　the　knockout　of　Bsas　l；1・exh・ibiting　CAS　actiVity　as　a　side　reaction　ap磁
丘om　OASTL．　OASTL　from　vario皿s　plant　species　d量splays　CAS　activity　to　some　extcnt（Maruyama
et　aL　l998，2000，2001）．　Although　the　recombinant　proteins　of　Bsas　l；1，2；1　and　2；2　exhibited
b血otiona10ASTL　a皿d　CAS　act量vities，　all　these　prote泊鵬were　detemmined　to　be　true　OASTL　by
㎞etic翻ysis（Jost　et　al．2000）．（b面de血g　all　the　available　info皿a甑we　conclude止at
Bsas3；1　acts　predonlinantly　as　CAS加v／vo，　and　Bsas　1；11nay　have　a皿a㏄essory　funct三〇n」for　CAS
　　ロ　　　　　activlty．
1．2．5．The　cellula「縫1iols　aocumulatio皿in　bsas　1皿utants
　　　　　　　To　determino　whether　Cys　and　GSH　levels　were　altercdi　in　the　bsas　mutants，　dhiol　levels
were　measured　in　leaves　and　roots（Figure　10），　In　leaf，　thiol　Ievels　in　bsas1，l　alone　were
significantly　lower　compared　With　the　wild－type：Cy5　co皿tent　was　down　to　72％，　and　GSH　content
was　down　to　83％．　h　rooち5ign茄icant　reduct童ons　i皿thiol玉evels　were　observed　in　bsas1，l　and
bsas2，2：Cys　a皿d　GSH　con重ents　were　down　to　72％a皿d　77％in　bsasl∫1　and　down　to　83％and　85％
in　bsas2∫2，　respeotively．　These　results　suggest仕1at（rytosolio　Bsas　1；1，出e　gene　expression　and　the
OASTL　activity　of　whioh　were　high　in　both　leaf　a皿d　root」was　mainly　responsible　fbr　Cys
biosynthesis．　Tlle　role　of　mitocho血面al　Bsas2；2　is　presumably　more　importa血t　in　the　root．　the　high
level　of　Bsas2；2　expression　and　reduotion　of　OASTL，　actiVity　in　bsas2∫2　observed　in　root（Figures　5
and　8）supPolts　tlris　hypotllesis．
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Total　extractS　of　soluble　proteins　were　prepared丘om　leaves　and　roots　of　2・week・old　plantS，　and　tlle
OASTL　activities　were　detem血ied　by　measuring　the　fermat三〇皿of　Cys　in　the　leaf（A）and　root（B）．
Data　represent　the　mean　of　4　experiments，　with　l　5　plants　hl　eac11（士SD）．　D迂ferences．betwee皿the
wild－type　and　bsas　mutantS　analyzed　us　ing　StUdent’s’test　were　statistica11y　sig面cant（‡，　Pく0．Ol；
＊＊CPくO．005；＊＊‡，P＜0．001）．
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Figure　9．　CAS　aCtivity　i皿the　bsas　mutants．
Tota1　eXtractS　of　soluble　proteins　vvore　prepared　from　leaves　and　root3　of　2伽week・old　plantS，　alld　the
CAS　actiVities　were　determi皿ed　by　measu血9　the　fbrmation　of　H2S　from　Cys　in　leaf（A）and　root
（B）．Data　rePresent　the　me鋤of　3　experime皿ts，　with　i　s　Plants　in　each（±SD）．　Difirere皿ces　betwee皿
wild・type　and　bsas　mutants　analyzed　usilg　Stude皿t，s　t　test　were　statisticE山y　sig11重ficant（＊，　PくO・01；
＊宰CPく0．005；‡＊＊，P＜0．001）．
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Figore　10．　Accumu且atio皿of　Cys　and　GSH　in　the　bsas　mu重ants．
Mols　were　cxtracted丘o皿leaves　and　roots　of　2・week・01d　plants．　Cys　and　GSH　in　leaf（A　and　B）
and　root（C　and　D）were　detemmined　by　HPLC　analysis．　Data　represent　the　mea皿of　5　expe血lents，
with　l　s　plantS　in　each（±SD）．　Difirerences　betWeen　w童ld－type　a皿d　bsas　mutants　analyzed　using
Student’s’test　were　statistica皿y　s圭g皿澁cant（專，　P＜0．05；＊・，　Pく0．01；＊＊＊，　P＜0．005）．
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1．2．6．Non・targeted　metabolome　analysis　of　bsas　mutant
　　　　　　　T・㎞ve・恒9・te血・wh・1・m・励・lic　chang・in　each　b・as　mutant，　w・p，rf。，m，d
llon－targeted　gas　chromatography　time－of－flight　mass　spectrometry（GC。TOF／MS）（Table　2）and
capillary　electrophoresis　time－of－flight　mass　spectrometry（CE・TOFIMS）（Table　3）analyses　in　the
leaves　of　the　mutant　plants．　No11－targeted　metabolome　analysis　may　lead　to　the　identification　of
speci丘c　metabolite（s）whose　levels　are　altered　by㎞㏄kout　gene（s）of　unknown　functions　and　may
present　an　overView　of　the　global　pe血rbatio！10f㏄llular　metabolism．　P血cipal　oomponent　analysis
generated丘om　GC－TOFIMS　alld　CE－TOF／MS　data　matrix　showed　m　obvious　differences　betWeen
tlle　wild－type　and　al1　bsas　mutant　plantS（Figure　11）．　This　resUlt　indicates　that　the　changes　in　whole
metabolite　accumulation　for　al1　bsas　mutantS　were　qUite　small．
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Figu祀11．　Principal・c・mp・nent　a朗sis　sc・re　sca“er　Pbt・舗1d－type　and　b・a・mutants・
Eadl　dot　of　the　wild－type　and　the　mutants　on　the　plot　represents　a　sample　that　was　bulked　with　20
individual　Plants．　Data　represent　the　8　expe1iments　fbr　wild－type　and　3　experimentS　for　bsas　mutantS・
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Table　2．　List　of　a皿notated　peaks　detected　by　GCTOFIMS．
GC・TOFnMS
R1 AbbrevlatlonAnnotation RI AbbreVialion Asmotatien
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To　detect　the　diilferentially　accumulated　metabo！ites，　the　metabolite　peak　areas　were　compared　in　the
wild・重ype　a皿d　in　each　bsas　mutant（Figuro　l　2A）．　No　sig皿ifioant　change　inβ。cya皿oalanine　contents，
which　accumulatedi　in　trace　amounts　even　in・Wild・type　p！a皿ts，　was　observed　betWeen　the　bsas
血utants　and　the　wild・type　despite　sig且三丘cant　clla皿ges　in　CAS　act重Vity㎞bsasl’I　and　bsas3∫1．　hl
bsas3；1，　however，　Im㎜known　peak　observed　at　mass・to£harge　ratio　（m／z）244．0924　by
CE“TOFnNZ［S　vvas　drarnatioaily　decreased　as　eompared　With　that　in　the　wild－type（Figure　l　2B）．　This
m！z（244．0924）matched　the　theoretical　m／z　ofγ・glutamy1・β・cyanoalalline（CgH1403N5，　mlz
244．0933）．This　metabolite　was　con丘r凪ed　to　beγ・glutamy1・β・cyanoalanine　by　the◎omparison　With
the　synthetic　product　byγ一glutamyltranspeptidase（GGT）丘omβ一cyanoala血1e　and　glutamic　aoid
σ3ra見m　et　al．1982），　using　CE－TOFIM　S（Figure　l　3A）and　fluoresccnce　detection　efi　HPLC　for　amino
acid　aoidS　derivatized　with　O・phthala　ldehyde（Figure　l　3B）．
　　　　　　　Upon　the　addition　ofβ・cyanoalanine　to　the　growth［med砥　the　a㏄umulation　of
γ一glutamyl一β一〇yanoala皿ine　incre　ased　in　the　bsas3；l　mutant　plant　to　similar　levels　fbu血d　in　the
Wild。type　plant　u皿dergohlg　　the　　salne　treatment　（FigUi’e　　14）．　This　resUlt　suggestS　that
γ・91utamyl・β・oyanoalanine　was　a　metabolite　derived丘om　Sトcyanoalanine．　These　resUltS　indicate　that
Arabidopsis　metaboIizes　cya皿ide　toβ一〇yanoalanine　and　eventuaUy　toγ一91utamyl。“cya皿oalani皿e　as
thc　presumable　storage　form，　and　Bsas3；1　is　primarily　responsible　丘｝r電he　sy血thesis　of
β一Cyanoalanine　and　subsequentl｝ちγ一glutamyI一β一cya皿oala皿hle．
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FigU祀12．　Non－targeted　metabelome　analysis　of　bsas　mutants・
（A）Aoompa1ison　of　the　metabolitc　aecumulation　betWee皿wild－type　and　bsas　mutants・The　mean
peak　areas　of　wild－type　a皿d　each」ゐ∫α3　mutant　are　show血on　the　X・axis　and　Y・axis，　respex　tively．　Data
represent　dhe　mea且of　8　experi皿entS　fbr　wild，type　and　3　experiments　fbr　bsas　muta皿ts，　With　20
Plants．　Differences　betWee皿wild一重ype　and　bsas　mutantS　analyzed　using　Welch’s　t　test　were
statistica皿y　significa皿t【closed　tria皿91e（P＜0．05）alld　open　t貸ang塁e（P＞0・05）for　GC・TOF／MS・
closed　d量a皿ond（、P＜0．05）and　open　diamond（P＞0、05）for　CE－TOF1～I　S｝The　black　1ine　represents
the　diagonal　line　（y　＝　x）．　The　black　circle　on　the　plot　of　Wild－type　and　bsas3∫l　i皿dicates
γ一91utamy！一β一eyanoalanine．（B）A㏄㎜1ulation　ofγ一glutamyl一βcyaneala1血e　in　the　bsas　m皿tants．
Theγ・91utamyl・βcyanoala㎡且c　oontents　wcre　measured　i　l　leaves　1〕y　CE－TOF！MS・Data　rcprese血t
the　mean　of　8　expe面entS　for　wild－type　and　3　experimentS　fer　bsas　mutantS，　With　20　plantS　in　each
（士SD）．　Differences　betw㏄n　wild・type　an．d　bsas　mutants　analyzed　using　Welch’s’test　were
statistica皿y　signiflica皿t（牢＊＊，、P＜0．001）．
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Figure　13．　Identi伍cation　ofγ一gl山ta．my1一β一cyanoala皿i皿e　by　compariso皿witb　tbe　synthetic
pr・duct・fγ一91utamyltranspep重id蹴（㏄T）肋・n卜cy脚曲ine　and　gl凹伽ic　acid・
（A）LeLfl’The　Inass　ion　chromatograms　（m／z　244．093）of　the　wild－type　Arabidopsis　ex忙aoちthe
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　dioatessynthetic producち and tho co－inj ection of these　two　samp玉es．　The　arrowhead　in
γ一glutalny1」β一cyanoalal血1e．　Righ’：The　Inass　spectra　ofγ繭glutamyl，β一cyanoalal丘ne　obtai皿ed　at　a
丘agmentor　vo】tage　of　l　l　O　V　or　210　V　Right　bot’om’The　observed　and　calcUlated　mlz　values，　and
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HPLC，the estimated　che血1三cal fbllnula of the　detected ions．　（B）　Fluorescence　detection　in
derivatized　wit110－phthala1dehyde．　The　w韮d－type　Arabidopsis　extracちbsas3∫i　mutanちand　the
synthetic　product　were　analy　zed．’1he　arrowhead　indioates　y－glutamyl一β一cyanoalanine．
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Figure　14．　Accumulation　ofγ一91utamyI十cyanoI盛血ne　in　the　leaf　of　Wtld－type　and加α53’1
mutant　treated　with　B－cyaneala皿ine．
PlantS　9rown　for　3　weeks　en　GM・agar皿ediurn　were　transferred　to　GM－agar　medium　or　mediu皿
containing　＆oyanoalan血o（lOO　pM　a皿d　l　mM）and　grown　fbr　3　days．γ一Glu伽iyl一β一cya皿oala血e
was　analyzed　by　fluorescence　HPLC．　Data　represent　the　mean、　of　3　expe血1e且ts，　with　l　5　plants　in
eaoh（itSD）．
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1．3．Discussion
Physiological　roles　of　Bsas　isoforms　by　in　v九りexperi血ents
　　　　　　　Tlle　analyses　of　Bsas　gene　express三〇n　and　characterization　of　bsas　mutants　reveals　that
cytoso正ic　Bsasl；1，　plast三dic　Bsas2；1，　and　mitochondrial　Bsas2；2　are　genuine　OASTLs　and
mitochondrial　Bsas3；l　is　a　tUe　CAS　in　Arabidopsis（Fig皿res　l　5　and　25）．　The　cytosolic　Bsas　l；1　is
primarily　responsible　for　the　synthesis　of　Cys血1eaf　and　root．　Tho　role　of　mitochondrial　Bsas2；2　is
more　importImt　in　root　tha皿　血11eaf　The戯re凱t　quantities　of　mitochondrial　Bsas2；2　i皿
photesynthetic　leaf　a！1d　no皿photosy］【1thetic　root　suggest　that　these　2　tissues　havo　｛膿rent
requ壼rementS　for　cellUlar　Cys．　in　bsas4∫1，　bsas4；2，　bsas4；3，　and　bsas5；1，皿o　obvious　changes　wcre
observed　i皿the　OASTL　aotivit｝～CAS　activit｝～thiol　contents，　alldγ一glutamy1顧β・cyanoalanine　content
as　oompared　with　tlle　wild－type．　These　results　suggcst　that　Bsas4；1，　Bsas4；2，　Bsas4；3，　and　Bsas5；l
participate　to　a　lesser　extent孟麺仕Lo　syn出esis　of　Cys　andβ一qyalloala皿㎞e．　Sj皿ce皿o　specific　patterns　Qf
expression　are　seen　with、　those　genes㎞the　public　transcriptomo　database　Genevestigator
（httPs：〃www．ge且evestigator．　ethz．ch），　these　minor　Bsas　isofb：1皿s　are　pres皿1凱ed　to　be　redundant
However，　it　is　possible　that　specdic舳otiens　woUld　be　exhibited　under　particUlar　conditions．　It　was
reported　that　the　OASTL　of　sevcral　plallt　species　is　also　responsible　for　the　synthesis　of　secondaτy
heterocychcβ一subs価t凹ted　alanines，　some　of　which　were　physiologica劃y　active　to　a　varie重y　of
orga血sms（Ikegami　and　Murakoshi　I　994）．　Thcrefore，　radler　tha血flMctio皿as　OASTL，　some　Bsas
isofbmls　may丘mc由n、　as　en耳ymes　witll　PLP－depende皿tβ一replacement　activity　fbr　production　of
those　seconda］ry　metabolites，　or　those　genes　of　lesser　OASTL血mction　may　have　pOtential　to　evolve
to　new　ge且e　of　moro　diverse　f㌔皿otion　d曲g　evoludonal　process．
　　　　　　　　Tho　pio皿eer　study（Rieme皿sch且eider　et　aL　2005）on　down・regulation　of　OASTLs　in
細・tisense　potato　pla皿ts　descr重bes　a　predeminant　role　of¢ytosolie　OASTL，　whioh．　is面agreement
with、　our　prese皿t　study．　However，　the　antisense　potato　plants　unexpected裏y　shewed　slight　increases　in
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FigUre　15．　Schematic　representation　of　Cys　and卜cyanoalanine　metabo璽ism　in　Arabidopsis．
（A）Schematic　representa’狽堰@on　of　Bsas　isoforms　involved　in　the　Cys　me1a．bolism．in　the　srytosol：・Plastid・
and　mitochondria．　Solid　arrows　show　enzymatic　reactions．γ一EC：γ・glutamy1£ysteine　（B）
Metabolism　ofβ一cyanoalanine．β一Cyanoalanine　is　metabolized　toγ一glutamyl一β。cyanoalanine　by
GGT　or　to　asparagirie　and　aspartic　acid　by　the　gene　product　of　NIT4．
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Cys　a証d　GSH　levels　with　some　a1重erations　in　several　amino　acids・Ms　apParent　discrepa血cy　in　Cys
孤dGSH　levels　i血antise皿se　potato　P監ants　compared　with　Arabidops童s㎞㏄kout　mutants　in　the
present　stUdy　might　be　explai皿ed　as　fbllows・First，　since　the　actiVity　of　Cys　formation　is　regUlated　by
the　ratio　of　OASTL　and　Serat　Via　the　OASTLISerat　cemplex（Wirtz　and　Hell　2007），　this　mechanism
is　more　pronounced　in　OASTL　antise皿se　plants，　where　substantial　amou皿t　of　residual　OASTL
protein　remains　to　form　the　OASTLISerat　complex，　than　in　Arabidopsis　knockout　mutants．　PI耐ial
supPrcssion　of　OASTL　might　oause　a皿」血crease　i　l　the　Serat10ASTL　ra廿o，　resUlti皿9　in　eleva面
1evels　of　Cys　and　GSH．　In　contrasちbecause　m　residual　OASTL　isofb皿prolein　remains　in
Arabidopsis　T－DNA㎞ockout　plants，　the　regUlation　by　the　OASTLISerat　complex　is　not　effective，
dlus，　causiロg　decrease　j血Cys　and　GS］El　levels　as　expected．（2）Seoon｛毒　the　poss孟ble　differences　hl　tlle
aotiVity　of　Cys　desulthydratio4　the　side　reaotion　of　OASTL，　i皿potato　and　in　Arabidopsis　may
eXplain止e　apparent　discrepa皿cy．　This　side　activity　of　Cys　degradation　when　partially　suppressed
was　presumedi　to　causo　the　unexpectcd　increase　in　Cys　a血d　GSH　leΨels　eventua庭y（Riemensch皿eider
et　a1．2005）．】h　contrast　to　what　bas　been　believe¢if　OASTL　hlvolvement　is　greater　hl　the
dcgradaIion　of　Cys　乙md　consequendy　i皿　量ts　recycli皿9，｛he　possible　differe皿ces　in　the　Cys
desUlfhydrase　activity　i皿potato　and　Arabidops量s　enzymes　might　largely　affect止e　changes　ill　Cys
levels．　Sincc　it　is　well㎞own　that　Cys　syntllesis　is　regulated　by　a　number　of飴．ctors　suoh　as
post・tra皿slat孟ona1　regUlatio1ち　protein　complex，　feedback　regulatien，　and　subcellUlar
compartmentation，　fUrther　dctailed　analysis，　particularly　o皿the　protein　levels，　js　required　for　better
㎜derstandi皿g　of　the　sys重em．
A　sing　le　knookout　is　compensated　by　other　Bsas　genes
　　　　　　　Cys　synthetic　syste皿　cemprising　OASTL　a皿d　Serat　is　looalized　in　a皿　cellUlar
compartments　where　prote血synthesis㏄c鵬（Lu皿n　et　al．互990；Leustek　and　Saito　1999；Saito　2004＞
The　reason　for　this　has　b㏄n　oon㏄ived　that　transpOrt　of　Cys　betw㏄聡ceHular　compartments　ls
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1血ited．　Tlle　knookout　muta聴ts　of　Bsasl；1，　Bsas2；1，　a皿d　Bsas2；2，　wh垂ch　are　tho　mI唾or　OASTL　in
Cytosol，　PIastids　and　mi｛oohondria，　respectively，　wcre　able　to　grow　without　any　visible　phenotypio
cha皿ges　under　our　nermal　growth　oonditions，　altlough　some　changes　haΨe　b㏄n　secn　i血出e
e且zylnatic　activity　Imd　thiol　levels．　lhis　observation　suggests　that　Cys　or　compoundS　converted丘om
or　to　Cys　were　able　to　transfer　across　compartments　to　compensate　fbr　tlle　loss　of　Cys　in　each
compartment　of　these　muta凱ts，　or　that　theτeduced　activity　in　each　compa血ent　might　be
compensated　in　pan　by　other　Bsas　in　clifferent　compartrnentS．　Tlle　problem　of　transport　of　Cys，　and
itS　preoursors　or　derivatives，　aoross　oompa血ientS　waitS　to　be　e重uoidated．
Cytosolic　Bs　as　l；l　is　a　predemina皿t」brm　fbr　Cys卿thes量s　in　Arabidopsis
　　　　　　　The　cytosolic　Bsas　l；1　was　most　abunda皿t　in　the　leaf　a皿d　root血Arabidopsis（Figure　8）．
The　importance　of　tlie　Cytosolic　OASTL　isoform　under　cadmium　stress　has　bee皿also　reported　i血
Arabidopsis（Dominguez・So】瞳s　et　a1．2001）and　in　potato　by　a皿tisense　experiments（Riemensch皿eider
et　a1．2005）．　High　OASTL　activity　in　plastids　may　makc　sense　in　terms　of　sul丘de　supply　for皿et　Cys
syntllesis　since　s皿旺ide　is　produced　onIy　i　l　Plastids（Leustek　and　S　aito　l　999；Saito　2000；Saito　2004）．
In　t㎝ns　of　OAS　s叩ply，　high　OASTL　acdvity　in面tochondria　is　more　relevant　b㏄a組se　a　high
aotiVity　of　OAS・produoillg　Serat　was　fbund　in止e　mitooho皿dr藍a　of　various　plan重sp㏄ies　such　as
A．thaliana，　Spina‘ea　oleracea，　and　Pisum　sativum（Droux　2003）．　Nevemheless，　the　actiVi重y　of　Serat
was　also　reported　in　3　compartments：cytosol，　plastidS，　and　mitochondria（Smith　1972；Asca且o　and
Niche呈as　I977；Bn皿old　a血d　Suter　I982；Rufiret　et　al．1995）．　This　apParent　d．iilrerence　of　major
loealiZatien　of　OASTL　a皿d　Serat　may　be　explained　by　species－specl爵o　d幽re皿ces　in　the　regUlation
of　Cys　synthesis．　From　bi㏄hcmical　and　molecUlar　s加己ies，　either　cytoso藍c　or　plastidic　Serat　was
repOrted如be」feedbaok　i皿hibited　by　the　physiologica韮level　of　Cys　j皿aplant－species幽dependent
manner（Nqji　et　a1．1998；Noji　and　Saito　2002；Droux　2003），　The　Cys－sensitivo　Serat　may　be
important　fbr止e　metabolic　regu里ation　in　Cys　syiithesis」n　S．　oleracea　and　R　sattVztm，　Seratセ1
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plastids＿where　a　highly　aotive　OASTL　is　present－was　Cys　sensitive（Kuske　et　aL　I　996；Noj　i　and
Saito　2002；Droux　2003）．　i　1　Arabidopsis，　Serat血the　cytosol，　where　OASTL　aotivity　was　h量ghest，
was　also　Cys・se血sitive（Noj　i　et　al．1998）．　The　cytosol　m　ay　be　the　most　important　compa血nent　for
Cys　synthesis　in　Arabidopsis．　This　observation　suggest5　that　sulfur　metabolism　in　the　model　plant／A．
thaliana　was　not皿ecessarily　applicable　to　other　plant　species．　Free　sUl血de　released　fヒom　p夏astids　and
OAS　releasod丘om　tlle　mitochondria　in　tlle　cytosol　might　be　incorporated　into　Cys　through廿1e
Cytosolic　OASTL　in　Arabidopsis．　This　idea　is　supported　by　the　low　OASTL　activity　in　mitochon、dr孟a
of　vario皿s　pla皿t　species　despite　the　abundallt　OAS　supPly　in　the　mit㏄Londria（Lum　et　a1・1990；
Kuske　et　a1．1996；Droux　2003）．　Furitiennore，　the　sUlfate　reduction　pathway　may　be　able　to　proVide
su」ficient　sulfide　from　plastids　to（ytOso1，　and　even加ally，　OAS　may　limit　Cys　Synthesis　ratiler　than
sUl丘do（rakahashi　and　Saito　1996；Woehl　et　al．1996；BIaszczyk　et　al．1999；Ha賦ms　et　a1，2000；Nqj　i
and　Saito　2002；Tsakraidides　et　a1．2002；Wirtz　and　Ho112003；〇三挺d血1「WUtz　et　a］．2004）・It　might　be
womhwhile　to　montion　that　the　OAS　leΨels　in　the　Arabidopsis　knockout　plants　were　unaltered　in　the
present　study
Isofbm・depende皿t　difrerential　action　of　Bsas－as　OASTL－and　CAS　in　vivo
　　　　　　　It　was　reported　that　OASTL　and　CAS　oould　caπy　out　bo出reactio血s　withL　d憾erent
substrate　a丘illities　and　e丘icienoy（皿くegami　et　a1．1993；Hatzfeld　et　a1．2000b；Jost　et　al．2000）．
B田sl；1　is　the　predominant　OASTL　and　Bsas3；l　is　tllo　true　CAS　in　Arab三dops藍s・S三91nificant
reduction　h1もoth　OASTL　a皿d　CAS　actiVity　was　observed　in、　bs吼sl，1．　h圭co皿trasちs量g面cant
reduction　il　CAS　aotiv三ty　alone　was　obscrved　in　bsas3，1（Fig鵬9）．　These　resUltS　suggest　tbat
Bsas　1；l　prob　ably　carries　out　the　CAS　reactio鵬　vvhereas　Bsas3；1　probably　d㏄s　not　perform　eASTL
reaetien　in　vゴvo．　This　result　is　oonsiste皿t　with　the　data丘om　bi㏄hemical　analysis　of　recombina皿t
Protel皿s（｝Iatzfeld　et　a1．2000b，　Josl　et　al．2000）．　Fmhermore，　in　bsas3；1，出e爬siduaI　CAS　activity
and　thc　small　amo1mts　of　B・cyanoalani皿e　andγ・glutamy璽・13－Cyanoi』an三ne　suggest　that　Bsas　1；l　can
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carry　eut　tho　CAS　reactio皿instead　of　Bsas3；l　to　a　limited　extent．
Detect孟on　ofγ・91utamyl一β一〇yanoalanino　as　a　metabolile　ofβ一cyanoalan圭ne飢d　physiological　roles　of
CAS　in　Arabidopsis
　　　　　　　CAS　is　presumed　to　bo　involvod孟n　cyanide　detoxifioation　and　am義no　acid　metabohs血
（Bl皿1enthal　et　a1．1968，　Manning　l　998）・β一Cyanoalanine　produced　by　CAS　is　further　metabolized　to
asparagi皿es　in　most　plants（Blumenthal　et　aL　l963；Castric　et　aL　l972）・Arabidopsis　nitrilase　4
（NIT4），　which　metaboliZesβ一〇yanoalan血e　to　asparaghes　and　aspa応c　acids，11as　b㏄n　cloned　f沁皿
Arabidops三s（Piotrowski　et　a1．2001）．　No　re血arkable　changes｛n　tho　levels　ofβ一cyanoalanine　and
other　amino　acidS　in　bsas3，　l　and　bsasl，1　were　observed　despite　significant　changes血CAS　actiVity．
in　this　stUdy，　we　discovered　that　B・（脚・ala皿ine　is　c・皿ve個t・γ一glutamyl｛kyanoala血e　as　the
presumable　stofage　fbrln　in　Arabidopsis（Figurc　15）．　The　content　ofγ・glutalロy1一β一cya皿oalanine　in
ゐ∫砺3∫1　dccfeased　remarkably　when　oompared　with　the　w皿d－type，　indicating　thc　prinary
involvement　of　Bsas3；l　in　the　mitocho皿dria　fbr　sy皿thesis　ofβ℃yanoalanine　a皿d　its　presumable
stt｝ragc　form　v－91utamyl・β一Cyanoala皿ine．　Ih　Arabido茎）sis，3fU皿ctional　GGT　isofonns　localiZed　in　the
apoplast（GGT　I　and　GGT2）aロd　the　vacuole（GGT3）were　repOrted（Ohkama・011tsu　et　a1．20074
2007b）．正f　theγ，glut創my藍ation　co臆1d　be　c面ed　out　by　the　aotion　of止ese　GGTs，鼻一qyanoalanine
needs　to　be　tra皿sported丘om　tlle　mitochondria　to　these　sites　in　the　cytosol　where　NIT4　is　present．
Further｛nvestigation　is　reqt血ed　to　better　understand　P－cyanoalanine　inetabolism　in　respect　of　its
localiza｛ion．
　　　　　　　　This皿ew　knowledge　o11　Cyanide　mctabolism　i　l　Arabidops孟s　raises　tlle　quostiGn　of　the
significance　of　tllis　metabolic　pr㏄ess．　Thus　far，　CAS　llas　b㏄n　co皿sidered　to　detoXify　cya血de
produced　duri皿g　ethylene　produotion．　However，　its　rele　in　cyanide　detoXification　remains　to　be
clarif・ed（Meyer・et・al．2003）．（）ur・prese皿t　s血dy　sh。w・d血at止・b・a・3；i　mutant　c・uld　gr。w　n。・mally
a皿ddid　not　suffer　any　growth　reSardation　as　a　result　of　cyanide廿catmentS　（data皿ot　shown）・
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although　CAS　activ童ty　and　the　conte醜t　ofγ・91utamy1曾β一cyanoala血i　le　in　this　mutant　were　much　lower
血an　those　in　the　wild－type．　This　suggests　that　other　enzymes　might　be　involved　in　cyanide
detoxification，　It　is　poss孟ble　that　rhodanese（吐riosUlfate　sUlfUrtransferase）　and　mercaptopyrロv飢e
sUlfurtransferase，　both　of　which　catalyze　the　formation　of　thioCyanate　from　thiosulfate　Imd
mercaptopyruvate，　rcspectively，　oould　be　responsible　fbr　the　cyanido　deto】4　fflcation．　Botll　enzymes
aro　responsible　fbr　cyanide　detoxification　in　mammals（Williams　1959；Ansell、　a皿d　LeWis　l　970）。
Two　mercaptopyruvate　su血rtransferases　have　bee皿clo皿ed　and　charaoterized丘om　Arabidopsis
（Hatzfeld　and　Sa三to　2000；Nakamura　ot　al．2000；Papenbrock　a血d　Schmidt　2000）・
　　　　　　　　The　bsas3，l　mutant　could　grow　similarly　with　wild－type　pla皿t　despite　its　low
γ・91utamyl一β一。yanoalanine　content　under。yanide　treatmentS（data　n。t　sh。wn）．　This　suggestS　that　the
aceumUlation　ofγ一91utalnyl・β●cya皿oala1血e　might　have　another　physiological　role血pla皿t　cells．
Bothβ一cyanoalanino　and　y・91utamyl．β一cya皿oala皿i皿e　are　known　to　bo　the　chief　neurotoXic　principa　ls
of　Jep　sadVa　seed　（Harper　and　Arscott　l962；Ressler　et　a1．1962，1963，1969）．　Si血ilarly，
β・Cyanoalanine　and　γ一gluta皿yl．β一cya皿oalanine　in　Arabidopsis　might　act　as　defenso　moleou童es
against　predators．　This　possibility　needS　to　be　eXperimentally　evaluated　by　ftnther　study．
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CHAPTER　rWO
Physiologioal　loles　of　Ser　acetyltransferase　gene（Sera’）fam遜y　in／lrabゴdopsis　thaliana
2』．111trodロction
　　　　　　　　Serat，　which　catalyzes　thc　fbmlation　of　OAS丘om　Ser　and　acetyl・Coへis　pIaced　at｛he
entry　step丘om　Scr　metabohsm　to　Cys　biosynthesis．1皿tlle　Arabidopsis　genome，　five　genes
（Sera’i∫1，51era’2∫1，　Sbra’22，　Serat3；　1，　and　Serat3∫2）　encode　Serat（Tab！e　4　and　Figure　16）
（Arabidopsis　Genome　I皿i憾ativo　2000）．　The　five　Sera’genes　of　Arabidopsis　are　eaoh　located　on
different　chromosemes．　Judghlg丘om　their　kinotic　properties　a皿d　gene　cxpression　lcvels，　Serat　1；1，
Serat2；1，　a駐d　Serat2；2，　which　are　localized　in　the　cytosol，　p重astids，　and　mitOchondri‘r」Iespectively，
seem　to　play　major　roles　in　OAS　forrnation（Nq距et記．1998）．　Two　n血10r　fbrms，　Serat3；l　and
Serat3；2，　which　aro　loca1ized血the　qytosol，　have　low　substrate　a缶㎡ties　a血d　low　gene　expression
Icv。ls，　sugges血g　l・w　enzyme　actiVities　in　vtv・（Kaw紬ima　et　a1．2005）．　Fr・m血es。　findings，　a
minor　role　of止ese　two　isoforms　i且flux　regulation　toward5　Cys　synthesis　may　be　inferred．　Tho
actiVities　of　two　isofbmls，　Serat　l；l　and　Serat3；2，　are　血hibited　by　Cys　at　a　physidogicaI
concentration　in　a1i　allosteric　manner（Table　4）（Noj　i　et　al．1998，　Kawashima　ot　al2005）．
　　　　　　　　To　define　the　in　vivo丘mctio皿of　individual　Sera’isofbrms，　wo　screened　for　Nab量dopsis
mutants　deficiont　i　1　Serat　gene．　Single－gone　dis皿ptions　did　not　sllow　a皿y　obVious　morphological
defe。tS皿der・n。mlal　gr・w出c・nditi・ms，　sugges血9　that　there　seems　t・b。　sign迅c怨t㎞c腫・nal
・磁皿d㎝cy　be伽㏄n廊c　S。・at」s・fbms．　Like・Sera’gene・fe血ly，　many　enZymes　inv・lv｛舳P1鋤t
metabolism　exist　as皿ultiple玉sofbnns，　some　of　whicll　are　targeted　to　dist血not　subce1！Ular
compartme皿ts（Wendel　a皿d　Woeden　l　989）．　Funotional　red皿dancy　among　tlle孤embers　of　a　gene
family　is　a　lilcely　reason　fbr　the　frequentiy　observed　lack　of　a皿量dcnti五able　phenotype　associated　with
knockout　mutations（Hua　and　MCyeroWitZ　l　998）．　To　test　fbr　fU皿ctional　red岨dancy，　genetio　crosses
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betWeen　plantS　that　bear　mutations　in　difilerent　members　of　the　geno　family　can　be　perirormed，
resUlting　in　the　formation　of　multiple－mutant．　1　obtained　knockout　mutantS　of　al1　members　of　Sera’
ge皿c　family」the爬by血aking　it　possible　to　test　all　mutaロt　combinations　by　an　ordered　and　tractable
cmssing　approach．　In　th量s　study」Icrossed　single　mutants　to　generate　double，　triple，　quadruple，　and
qUintUple　mutants．　TUs　mutant　approach　has　enabled　us　to　determine　that　the　quint叩1e　mu勧1t玉s
letllal　and　domonstrate重he　oritical　role　of　Serat　h董emblyo　development．　Th、is　resUlt－also　snggested
山at　no　a呈tcmative　pathway　exists　fbr　Cys　produotion丘om　OAS　fermed　by　Serat．　i　l　addition．　all　five
quad皿lple　muta皿ts　were皿ot　letha1，　suggesting重hat　tlle　five　isofb皿s　are　fimctiona1　Serat　in　vtvo．　’lhe
analysis　of　sillglc　and　quadruple　muta血ts　of　Serat　for　their　gene　expression，　e皿zyme　actiΨities，　and
mctabolite　proflcs　revealed　that　mitoehendrial　Serat2；2　has｛the　most　domina皿t　contribution　fbr　OAS
fbnnation　both　i皿1eaf　and　root」and〔脚solio　Scratl；1　Plays　a　sigll由丘cant　role　i皿reot・
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Tabne　4・Knetic　c・nstants・f　rec・mbinant　A・abid・P・is　Serat　i・・f・・ms（N・ji　et　al．1998；
Kawashima　et　al．　2005）．
Isoforms
SubcellUlar
localization
働燗　［ Feedback
inhibition
by　L・Cys
Inhibidon（1【δ
by　L・Cys［ilM］
L・Ser Acety1・CoA L－Ser Acety1。CoA
Serat　l；1
Serat2；1
Serat2；2
Serat3；1
Serat3；2
Cytosol
Plastids
】Mitochondria
Cytoso1
Cytosol
2．71
1．64
1．68
121．4
39．5
0．28
0．16
0．02
24．5
45．1
sensitive
insensitive
msens　ltlve
insensitive
sensltlve
　　　　　10．8
（nonOompetitive）
　　　　17．3
noncom　etitive
　　　　7．4
（competitive）
　　　2．5
com　titive
S●r冒¢2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
S●rut3；1　・・・・・・・・・…　　9・9響…　　一・・…　　。一…　　一…　　。。。・。。。・・・・・・・…　　。・。・一・・一・。・…
　　　30
57■：M
5鼠■：ioo
．．：i8
．．．：52
S●r8ヒ1；1
S●曙¢噸
S●r幽2
S●rご3；¶
S●m配3富2
S●償1；唾
S●r訟1
S●ratz2
S●r瀧3；1
s●獄3；2
s●r■麗；¶
賊｛S●r訟2
S●r霧口；l
S●rat　s；2
揚鋤揚
渤畿錫
：3tt
S●r貿¶暮稽　…　　。。・・。。・一：
S●rit2r，i　。・・。・・・…　　。・：
s●ぱ2；2。・・・・・・・・…　　：
S●rit3；種　　　　　　　　　：323
S●rヨ慮332㎜．＿g．：365
Fig腿re　16．　Predicted　amino　acid　sequences　of　Arabidopsis　Seア41　gene響・
The　P，e面cted細n・acid　sequences・f・S・・at　genes　were　a豆igned　uslng　the　mu晦le　ali．gnmgnt
pr。9r、mα醐X伽mps。n　et・豆．，1994）．轍e　letters・in・a・b蓋ack　b・x　in出cate　c・逓・erved・mm・
acids。
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2．2．Resuits
2．2．1．Iso！ation　of　knookout　mutantS　of　Serat　genes
　　　　　　　T－DNA　hlser廿on　mutants（sera〃，1，　sera’2，1，　serat3∫1，　and　serat3；2）were　identified
searcl血g　the　Salk　lnstitUte　lnsertiona1　Mutation　Databasc（Alo皿so　et　a1．2003）and　T・DNA　insertion
皿utant（serat2∫2）was　idontified　using　the　scree1血lg　system　developed　at止e　Kazusa　DNA　Re8earch
InStitUte．　Tho　sera’1nutallts　of　all　Columbia（Col－0）background　were　ide皿tified　in　a　PCR・based
scr㏄皿ing　of　t　le　various　T・DNA　transformed　populations　of　Arabidepsis　fer　those　bearing三nscrtions
in　the＆mat　locus（Figure　17）．　A丑er　selection　of　the　homoZygous　TLDNA　insenio皿mutants，
semi・quantitativc　RT顧PCR．　Imalysis　was　peばformed　fbr　Serat　tra皿scripts孟n　2－w弓ek－old　Wild・type
plantS　a皿d　sera’muta皿ts（Figure　l　8）．　Ih　a皿5召ra「’mutants，　the　expressio皿s　of　tar　geted　Slヨra’genes丘）r
knockout　mutati・n　was　rePressecl，　but　the　expressi。皿levels。f　other　Serat　genes　besides　the
knockout　Serat　gene　were　not　remarkably　cha皿ged　eompared　With　those　of　the　wild・type．　i　1　add三t垂on，
noΨisiblo　pllenotyp量c　changes　were　obse】rved　in　a皿sera’mutantS　imder　nomlal　growth　conditions．
These　findings　suggested　that　the　knockout　of　each　Serat　gene　caused　no　apParent　changes　i皿
development　and　expressien　of　other　Serat　genes皿der　norma1　groWth　conditio1rs．　This　resUlt
suggested　that　there　seemed　to　be　sig皿i五cant血notio皿al　redundancy　between止ese　Serat　isofbm主s．
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FigUre　17．　Schematic　diagram　of　the　insertion　for　serat　mutants．
The　open　boxes　represent　UTRs；the　solid　boxes，　cod㎞9　regions；and　solid　lines，
T－DNA　insenion　in　each　serat　mutant　is　shown．
introns．　The
O＝OO
Sel旧”’7
Sel旧t2’f
Serat2’2
Serat3’f
Serat3’2
7”bロ伽
WTf’72’7
噸●噂吻■ぴ　　　　　　　　　　　　　　　　剛φ　濯
，剃口画■｝　　蝦騨繭吟
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　　　　　　　Mutant
2，2　3，7　3，2Ql；1　Q2；1　Q2；2　Q3；1　Q3；2
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Figure　18．　Se剛r　transcripts　in　the　serat　mutants　by　RT－PCR　ana且ysis．
Tbtal　RNA　was　extracted丘om　2・w㏄k・old　homozygous　sera’mutants，　and　wild－type．　RT－PCR　was
performed　With　specific　primers　for　Serat　genes　and’〃ろ〃ゴ”gene　used　as　the　contm1．
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2．2．2．Crossilg　of　serat　mutantS
　　　　　　　　To・test・for・functional・red1mdaRcy，　genetic　crosses　betweenserat　mutants　ware　pe㎡。rrned，
resUlting　in　the　formatio皿of　multiple燭nlutant（Table　5）．　The　five　Seハ磁genes　of　Arabidopsis　are　each
1㏄ated　on　different　clmmosomes．　Therefore，　multiple・mutant　can　be　obtained　a㏄ord量ng　to
Me　Ldel’s　law．　Single　mutants　seratl　i　l　and　sera’2∫1，　serat2，1　and　sera’2∫2，　and　serat3∫land　s召rat3∫2
were　crossed　to　ge且eratc　double血utants　seratl；lserat2，1，　serat2∫lsera’2，2，　and　serat3；lserat3∫2，
respeotively．　Single　mutant　seratl∫1　and　double　muta皿t　sera’2∫1serat2；2　were　crossed　to　ge皿erate
triple　mutant　serati，iserat2，　lserat2∫2．　Si皿91e　mutant　sera’1；l　a皿d　double　mutant　serat3；lserat3∫2
were　orossed　to　gonerate　triple　mutant　58rロ’1，’lserat3，1se」”at3；2，　Double　mutants　sera’2，　ls召rat2∫2
and　serat3，　lserat3，’2　were　cmssed　to　generate　quadnlple皿utant　serat2∫1serat2；2serat3∫lserat3‘2．
T即le　mutants　seratl；1serat2∫1sera’2∫2　a皿d　sera’1，lserat3，’lserat3，2　were　crossed　to　generatc
quadruple　mutants，　sera’i∫lset切t2，2serat3，　lsera’3，2，　seratl，1sera’2，　lserat3，　lserat3∫2，　sera’1，1
sera’2，Isera’2，25召アロ’3，2，　and　seratl，1」昭ra’2∫lserat2，2serat3∫1．　insenie】巨s　wese　oo血ned　by
genomic　PCR　withL　gene－specific　and　T－DNA　border　p血crs．　As　the　results，　five　quadnlple　mutants
w。，e。btained　suggesting　ea。h・five・is・f・rn・・are・functional　Serat　in　wh，o．1　named　these　quad・uple
mutants，　Q　l；1（sera’2；lsera’2’2serat3∫lserat3；2），　Q2；1（sera〃；lserat2；2serat3’lserat3’2）・Q2；2
（sera〃∫1serat2，1serat3’lserat3’2），　Q3；1（sera’1’lsera’2∫Isera’2∫2serat3’2），　Q3；2（sera”∫1sera’2／1
serat2，2serat3；1）fbπemained＆lra’gene　in　each　mロta皿ts．
Table　5．　AII　combinati①ns　efmultiplemutants　by　cressing・
Sin　o Double Tri　le adm！e 層tu　le
1；1
2’1
2’2
3∫1
3∫2
1；lx2∫l
l；1x2；2
1’1x3∫1
1；lx3；2
2∫∫x22
2’1x3；i
2；lx3，2
2∫2x3∫1
2；2x3∫2
3，lx3；2
i∫Ix2，Ix2，2
1；1×2’1x3’1
1∫1x2，1）（3，2
1∫Ix2∫2）く3’1
1∫Ix2∫2x3，2
1∫1x3，1x3，2
2，1）く2∫2x3，1
2∫1×2，2x3，2
2，lx3，lx3，2
2，2x3，1x3∫2
QI；1（2’lx2’2x3∫lx3’2）
Q2；1（1；lx2i2x3，ix3∫2）
Q2；2（1∫1x2’lx3；lx3’2）
Q3；1（1’1x2’lx2；2×3∫2）
Q3；2（1’1×2∫Ix2∫2x3；1）
1，1x2∫1x2，2x3∫1x3，2
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2．2．3．Iselation　of　quintuple　mutants
　　　　　　　　Qui1血ple　mutant　was匿ed　to　isolate　f｝om　Q2；2　heterozygote．　Among　the　sced　of
self－fenilized　Q2；2　heterozygote，　apProximately　25％seeds　failed　to　germi皿ate．　The　ger　ninate・皿ot
ger皿inate　ratio　observed　was　59：21（X2　・・0．1；IP＞0．8）．　Amo皿g　tlle　gem血1ated　59　seedS，　no
quhltuplo　mut葦mt　was　det㏄ted　by　genotype鋤alysis　using　PCR　The　heterozygous－homozygoロs
Q2；2　mtio　observed　was　20：39（）♂＝αol；IP＞o．9）．　This　suggestcd　that　quintup璽e　mutant　conferred
an　emb】ry“1ethal　phenotype．　Siliques　of　Q2；2　heterozygote　contained　apProx血ately　25％i皿mature
seedS　that　were　white　in　color　ra止er　tllan　green（Figure　l　9）．　The　green－to・white　ratio　observed　vvas
277：85（X2＝　O．45；P＞0．5）．　This　suggested曲at　qUintUple　mutant　was　lethal　in　embryo　development．
As　the　result丘om　observation　of　embryos　in　transpare皿t　gr㏄n　s㏄ds　and　whte　seeds　9　days
post・fertilization　us舶g　microscopy，　embryos　in　gr㏄n　seeds　were　at　thLe　matUre　stage　wbereas
embryos　in　vvhite　soedS　vvere　at　tho　torped　stage．’rhis　resUlt　ind童cated　that　q血tuple　muta瓦t　is　lethal
at　the　torped　stage　of　embryo　devolopmont、　It　i皿dicates　that　Serat　ge鵬is　essential　for　embryo
developme皿ち　these　five　isoferms　are　the　only　futctional　Serat　in　Arabidopsis，　and　no　altemadve
pathway　eXists　for　Cys　prOduetion　fiom　OAS　fbnned　by　Serat．　Q1血t叩le　mu鞍mt　is董ethI通and　five
q皿adruple　mutants　are　not　letha1，　indicating　that　each　isofbmls　is　fU皿otional　Serat加「vivo　and　Serat
isoforms　are　partia皿y　red凹ndant．　These　resultS　also　suggested　that　OAS，　Cys，　or　its　deriva廿ves　might
be　able　to　transfer　across　eompart　nentS　to　coInpensate　for　the　less　of　Cys　in　each　compa血nent．
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（A》Wild　type
（B）Q2；2　h　ete　rozyg　ote
Figure　19．　Opened　si且ique　from　self」fertilized　Q2；2　heterozygote．
Siliques　of　wild－type（A）and　Q2；2　heterozygote（B）were　opened　7　to　9　days　after　self　fertilization．
ApProximately　25％seeds　in　siliques　of　Q2；2　heterozygote　were　white　in　color　rather　thall　green．
The　armwheads　indicate　white　seeds．
（A》Green　seed（B》White　seed
FigUre　20．　Development　of　embryos　in　green鋤d　white　seeds　from　self－fertilized　Q2；2
heterozygote．
（A）Emb】ryos　in　green　seedS　were　at　the　mat　re　stage．（B）Embryos　in　white　seedS　were　at　the　torped
stage．　The　seeds　of　g　days　post－fむrdlization　were　cleared．
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2．2．4．　Phonotypic　cha皿ges　in　si皿91e　a皿d　quadmPle　mutants
　　　　　　　To　investigate　roles　of　individual　Serat　isofbrms，　single　mu重ants　and　quadruple　mutantS
were　analyzed　at　tlle　s　amo　time．　ln　single　mutants，　Q　l；l　and　Q2；2　muta耐s，　remarkable　phenotypic
changcs　wero皿ot　observod．　In　contrasちQ2；1，　Q3；1，and　Q3；2　showed　dwarf　phenotypes（Figure　21），
To　evalロate　the　grow出ratio，丘esh　weight　of　single　and　quadnsple　mutantS　were血easured．　Fresh、
weight　of董eaves　of　Q2；1，　Q3；1，　Imd　Q3；2　were　down　to　74％，54％，56％，　respectively，　compared
witll　that　of　2－week－old　w皿d・type（Figure　22）．　These　results　suggested止at　Seratl；l　a皿d　Serat2；2
played　the　predomina皿t　roles　for　OAS　formation　in　vn，o．
2．2．5．Serat　transcriptS　in　quadr　lple　muta皿ts
　　　　　　　RT・PCR　analysis　was　performed　for　Serat　transcriptS　i皿2・week”old　wild－type　plamtS　a皿d
quadruple　muta餓ts（Figure　18）．　In　Q　l；1，　Q2；1，　Q2；2，　and　Q3；1，the　expression　levels　of　Skヨra’geロes，
which。nly　r。main　hl　ea。h　qua｛㎞pl。　mutantS，　were　n。t　markably　changed　c・mpared　With　those・f
山ew皿d。type．　hl　con甘asちexpression　level　of＆irat3；2元n　Q3；2　was　remarkably　increased・By
real－time　PC】町expressio皿of　Serat3∫2　h叢Q3；2　was　hlcreased　to　3．4・fold　compared　with　tllat　of
Wild・重ypc．　This　inductio皿was　thought　to　be　caused　by　s血lfiJr　deficiency，　or　decrease　of　Cys　and　GSH
Qonte且ts　in　Q3；2　mutant，　It　was　repOrted　that　gene　expres　sion　of　Serat3’2　was　induced血w皿d・妙pe
plant　under　stress　oond三tions（Kawashima　et　al．2005）．
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FigUre　21．　Phenotypic　changes　ofserat　mutants．
Plants　were　9rown　for　2　weekS　on　GM　medium．　Q2；1，　Q3；1，　and　Q3；2　showed　dwarf　phenotype．
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Figure　22．　Fresh　weights　of豊ea▼es　of　2－week－old　plants．
Plants　were　gmwn　on　GM　medhm．　Data　represent　the　mean　of　3　experiments，　with　l　5　plants　in
each（i圭£D）．　Difilerences　betWeen　Wild－type　and　sera’mutants　analyzed　using　Student’s’test　were
statistically　significant（ホ，　P＜0．Ol；榊，　P＜0．001）．
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2．2．6．The　cellUlar　Serat　activity　in　single　and　quadrup玉e　muta皿ts
　　　　　　　　Serat　activity　wa5　detem血ed　in　crude　protci皿ex餉cls　of　the　serat　mutantS　hl　leaves
（Figuro　23A）and　in　rootS（FigUe　24B）a皿d　compared　with　tho　wild一重ype．　lh　leaf，　greater　reduotions
in　Scrat　activity　werc　observed　in　serat2∫2，　Q　1；1，　Q2；1，　Q2；2，　and　Q3；2．　Serat　actiVity　decreased　to
21％i皿sera’2’2，9％in　QI；1，13％hl　Q2；1，5％in　Q2；2，　and　2％il　Q3；2，　respectively．　ln　rooち
sign孟丘ca皿t　reductioms　i　l　Serat　activity　were　obserΨed　in　seratl；1，　serat2’2，　Q　l；1，　Q2；1，　Q2；2，　an己
Q3；2．　Serat　activity　decreased　to　49％in　seratli’1，47％i皿serat2；2，27％in　Q　l；1，5％in　Q2；1，0．1％
in　Q2；2，　and　o．4％血Q3；2，　resp㏄t三vely．　These　rcsults　i皿dicate｛1　tllat　the　activity　of　mitocho皿drial
Serat2；2　mostly　occupied　the　entire　actiVity　of　Serat　a皿d　Cytosolio　Serat　l；1　was　more　importumt　in
root止an　in　lea£Unlike　resUltS　of　bsas　muta皿ts，　each　Serat　actiVity　in　vivo　was　not　correlated　With
each　gene　expression　levo1．　S　eratl；1，　Serat2；1，　and　Scrat2；2　expressed　higher　amounts　of　mRNA
（approximately　l　O・fbld）◎ompared　with　Scraβ；1　Imd　Sera重3；2．　Amo11g廿｝e皿」Scrat2；1　was廿1e
dominant　form　in　most　tissues　examined　followed　by　Serat　l；l　and　Serat2；2（Kawas1血1a　et　a1．2005）、
Tb直s　finding　suggested　tbat　貸1e　aotivity　of　Serat　protein　加　・vtVo　might　be　regUlated　by
post－transeriptional　or　translatiollal　regUlatio4　a皿d　protei皿complex．
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22．7．　The　cellular　OAS　artd　thiols　accumulation　in　single　and　quadruple　mutants
　　　　　　　To　determine　whether　OAS㎝d　thiols　levels　werc曲red　i皿the　serat　mutants，1hose
metabolite　contentS　were　measured　in　leaves　a皿d　roots　and　compared　with　tlle　wild・type（Figuτe　23
and　24），　In　leaf，　sigロ箇cant　reductio皿s　in　OAS　and　thiols　levels　were　obscrved　in　serat2，2，　Q　l；1，
Q2；2，　and　Q3；2．　In　sera’2∫2，0AS　content　was　dow紅to　66％．　hl　Ql；1，0AS，　Cys　a皿d　GSH　levels
were　down　to　46％，84％，　and　67％，　resp㏄tivelyJn　Q2；2，0AS　and　GSH　levels　were　down　to　80％
Imd　80％．　hl　Q3；2，0AS，　Cys，　and　GSH　leve孟s　were　down　to　52％，79％，　and　39％，　resp㏄tively．　In
rooちsign面oant　reductions　in　OAS　contents　were　observed　hl　serat2’2，　Q1；1，　and　Q2；1．　OAS
oontent　was　down　to　36％in　serat2；2，16％hl　Q　1；1，　and　34％in　Q2；2，　respectively．　In　Q3；1　and
Q3；2，0AS，　Cys　and　GSH　levels　were　down　to　not　detect　leve1，69％，　and　54％in　Q3；1，　a皿d　not
detect　level，64％，　and　43％　in　Q3；2，　resp㏄｝丘Ψely．　These　res虹1ts　suggested　出at　mitochondrial
Serat2；2，　the　Serat　aotivity　of　wh重ch　was　highest　in　bothL　leaf　and　root（Figurcs　23A　and　24A），　was
mainly　responsible　for　OAS　formation．　In　contrasち　in　Q3；2，　remarkable　reductie且s　were　observed　in
the丘esh　weight（Figure　22），　Serat　aotiVity，　OAS　content，　and止iol　co皿tents（Figures　23　and　24）as
compared　with　the　Wild－type　in　spite　of　incrcas童ng　expression　lovel　of　Seat3，2（Figure　18），
suggesting　that　Serat3；2　participate　to　a　lesser　eXtent　in出e　fbrmation　of　OAS・
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FigUre　23．　Sera重acti▼ity　an“accumulatio皿of　OAS　an“thio1s　in畳eaf　of　the　serat　mutants・
Tb楓exセacts　of　soluble　proteins　were　prepared　from　leaves　of　2・week－01d　pllmts，　and　the　Serat
actiVities　werc　detem血1ed　by　measu血lg　the　formation　of　OAS　from　Ser　and　accty！・CoA（A＞
CoPtents　of　OAS（B）1皿d　dliols（C）h1董eaves　of　2・week－old　pla皿tS　were　detem血1ed　by　HPLC
analysis．　Data　represent　the　mea血of　3　expedmeロts，　with　l　5　plants　i皿each（土SD）．　Dit］lerences
between　wild・type　and　serat　mutants　analyzed　using　StUdent’s　t　test　were　statistically　signi丘cant（＊，
P＜0．01；ホ＊，P＜0．OO5S＊ホホ，　P＜0。001）・
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FigUre　24．　Serat　activity　and　accumulation　of　OAS　an　d　thiols　in　ro　ot　of　the　serat　mutants．
Total　extracts　of　so監uble　proteins　were　prepared　from　roots　of　2腓week－01d　plants，　and　the　Serat
aotivities　wcre　detem虹ned　by　meas面ng重he　formatien　of　OAS　fヒom　Ser　and　a㏄tyl・CoA（A）．
ContentS　of　OAS（B）a皿d　thiols（C）i皿roots　of　2－week－old　pla皿ts　were　detem血ed　by　HPLC　a皿a玉ysis．
Data　represent　the　mean　of　3　experime皿tS，　wit1115　pla皿ts　hl　eaoh（圭SD）．　Differences　between
Wild・type　and　sera’mu伽ts　Ima童yzed　using　Student’s’test　were　statistioa皿y　sig面cant（‡，　P＜0．01；
＊ホCPく0．005；桝，P＜0．001）．
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2．3．Discussio皿
Pbysiological　roles　of　Serat　isof｛｝n皿5　by　inり’vo　cxperh皿ents
　　　　　　　Tぬeoharaoterizado皿ef　qUintUple　serat　mu伽t（Figures　l　9　and　20）revealed　tbat　all　five
isofbnns　are　ftmctional　Serat　amd　m　altemative　pathway　eXistS　fbr　Cys　prOduction丘om　OAS
fbmled　by　Serat加vルo（Figure　25）．　The　analysis　of　qu日dnlple　alld　siロgle　serat　mutant（Figures　21，
22，23，a皿d　24）i皿dicated　that　the　mitochondrial　Serat2；2　is　prhnarily　responsible　fbr　the　syntbesis　of
OAS　i皿1eaf　and　root　and　tho　role　of　cytosolio　Serat1；1　is　more　importaロt　i且reot　than　in　leaf互皿
serat2∫　1，　serat3∫1，　and　serat3∫2，　no　obvious　changes　were　observed　in　tlle　Serat　actiVity，　OAS
accu皿ulation，　thiols　cente皿ts　as◎ompared　With　the　Wild・電ype，　a旦d　Q2；1，　Q3；1　alld　Q3；2　were　dwa㎡
mutants．　These　results　suggested　that　Serat2；1，　Seraβ；1，　and　Scrat3；2　participated　to　a　lesser　eXtent
in出e　OAS　fbn皿ation加vivo．
　　　　　　　in　seratl；1，　contentS　of　OAS，　Cys，　and　GSH　were　not　changed　compared　with　wild－type
but，　Q　l；l　coUld　9row　normally　s血薩ar　to　w皿d－type　pla皿t－although　contents　of　OAS　and　thiols　were
decreased（Figures　21，22，23，　and　24）．’1　hese　results　indioated　thaちin　sp三te　of　presence　of　Serat　1；1
cnzymc，　the　activity　might　be　ir止ibited　by　Cys　i皿wild・type　plant　under　normal　grow出condition．　In
vitro　assay　suggested　that　the　actiVity　of　Serat　l；l　was　regulatcd　by　fecdback三nhibition　by　Cys　at
physiological　co皿centratio皿s（Noj　i　et　a　1．1998）．　Althoロgh　the　Serat　ac証vity　i皿Ql；1　was　much　lower
tha皿that　in　Q2；2，　Q　l；l　could　fbm10AS　fbr　nomal　plant　growth（Figures　23　and　24）・This　result
also　imp童ied　that　cytosolic　Serat1；I　might　be　e缶cient　Seraちor由e　cytosol　migllt　be呂good
enviro皿cnt　fbr　the　produot三〇n　of　OAS．　Since　the　cytosolic　Bsas　l；1　was　most　abunda旦t　in　tlle　leaf
and　root　ill　Arabidopsis（Figure　8），　by　s缶ictly　regUlating　Seratl；l　activ量ty，　or　OAS　fonnation皇且
qytosol，　Cys　con㏄且tration　in　p童ant◎en　might　be　main面皿ed・Seratl；1㎡ght　be　collstitut量vely
available　i　1　pla皿t　to　be　able　to　fbm　OAS　a§fast　as　possibIe　i皿the　emergency　need　for　Cys．
　　　　　　　　Tlle　plastidS　have　been　conceived　to　be　impo血nt　sites　for　tho　biosynthesis　of　Cys　since
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s面de　is　prodロced　only　i皿plastidS　and　tho　fommation　ef　Met　a皿d　GSH　are　mainly　conducted　in　th丘s
compartment（Leustek　and　Saito　1999；Saito　2000；Saito，2004）．　Therefbre，　p玉astidio　Serat　and
OASTL　also　have　bee皿thought　to　be　impo】rtant　for　Cys　synthesis　hl　plant．　h1　serat2，1、　a皿d　bsas2∫l
mutants，　however，皿o　obVio皿s　cha皿ges　were　observed　in　OAS　accumulation　and　tliiol　contentS　as
oompared　With　the　Wild昌typo（Figures　l　O，23，｛皿d　24）．　in　addidol」Q2；1　showed　dwarf　phenotype
（Figurc　21）．　lhcse　results　suggcsted　that　Cys　Synthesis　hl　plastids　was　net　caπied　out　largely三n
contrast　to　what　has　becll　believed　and　that　s量g面cant　a皿olmt　ef　sulfide　was　probab重y　expo】r缶d
from　plastidS　to　cytosol．
　　　　　　　　The　a蹄alys三s　of　si皿91e　and　quadrロPIe　muta皿ts　of・Serat　for｛heir　enZyl皿e　activ童廿es　revealed
tho　actiVity　of　mitochLondrial　Serat2；2　mostly㏄cupies　the　e皿dre　aot童vity　of　Serat　in　Arabidopsis
（Figures　23A　and　24A），　H量gh　activity　of　OAS－produc量ng　Scrat　was　a重so量｝und　in　the　mitochondria　of
various　plant　species　such　as　S．　oleracea　and　」R　sativum　（D1旭ux　2003）・　In　plantS，　Ser　is
biosynthesiZed　by　two　d面erent　pathways：a　photorespiratory　patllway　via　glyc量ne五n　mitochondria
and　a　plastidie　pathway　via　the　phosphorylatcd　metabolites丘o血3－phosphoglyoerate（Ho　et　al．
2001）．By　expression　a皿1盛y5is　of　genes　invo1鴨d　in　both　padhways，　Scr　production　in　the
m圭tochondria　is　co且㏄ived　to　be　the　1naj　or　source　of　Ser　supPly　hl　photosynthe廿o縁ssue・In　contrasら
the　plastidic　pathway　seems　to　play　impertant　role　in　non・photosynthctic　tissue（Ho　et　al．2001）．　The
aotivity　of　mit㏄hondrial　Serat　in　photosy皿thetic　leaf，　where　sulfate　ass面1ation　is　more　e鉦flcieロt
止an　in　rooち　migbt　be　high血order　te　use　suffioie皿t　Ser　eflliciently　in　the　compa血1ent　in　addition，
su】脹de　is　known　to　bind　to　cyto¢hrome　aa3　in　mitechondria（reView　in　Baga！inao　l　992＞The　high
production　of　OAS　in　mitocho皿dria　inigl）t　be　reqUired　in　order　to　use　su雌de　immediately　fbr　Cys
syn丘ヒes至s　and　consequently　main面n　a　low　levei　of　the　toxic　sロ脆de．
　　　　　　　　in　serat3，l　a皿d　serat3，2，血o　obvious　cllanges　were　obs研ved　in　the　Serat　activity，　OAS
a㏄㎜u藍at韮on，　thiols　centents　as　oompared　With　the　wild－type，　and　Q3；l　and　Q3；2　were　dwa㎡
mutants（Fig咀res　2互，22，23，　and　24）．　These　results　suggested　that　SeraB；l　alld　Serat3；2　participated
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to　a　lesser　extent　in　the　OAS　fommatien　in　vfvo．　Howeveちspecific　pattems　of　expression　are　seen
with　both　genes　il　pla皿t　development．　Expression　analysis　of　the且ve　Sera’genes　reΨealed　tlle
gene・spec迅c　unique　regu皇ation　diUi皿g　the　plallt　development．　The　three　maj　or　genes，　Seratl∫1，
Serat2，1，　a皿d　Serat2∫2，　had　a　similar　trend　ef　expression　increasi　lg　unti1　3　weeks，　whereas　Serat3∫l
and　Sera’3；2　showed　a皿opposite　pattern　of　exprcssion　inereasing　even　in　the　reproduc丘Ψc　stage
（5－6w㏄ks）（Kawashima　et　a1．2005）．　T』erefbre，　Serat3；1　a且d　Seral3；2　might　play　impertunt　roles
fbr　provision　of　OAS　and　subseq鵬ntiy　Cys　in　the　reprOductive　stage．　It　was　also　reported　that　both
isoforms　were　induced　lmder　stress　conditio皿s，　i、o．　su1血r　defioieロoy　and　heavy　metal　stress
（Kawashima　et　a1．2005）．　These　isofbrms　may　play　a　role量n　adaptive　responses　to　stresses．
　　　　　　　　It量s　knewn　that　Serat　is　associated　with　OASTL血tho　CSC（Kredich　1996；Wntz　and　Hell
2006）．Ilmporta皿tly，　the　C・terminaI　region　of　Serat　proteh」especia皿y　isoleucinc　residue　at　the　en｛L　is
a　critical　featUre　for　i　lteractio皿With　OASTL（J面e　et　al．2006）．　Compa血ig　the　deduced　a血o　aoid
seq皿cnces　of　Serat　isofbnns，出e　C．tem血a　1　end　of　SeraB；l　andi　Serat3；21ack　the　isoleucine　residue．
ln　addition，　the　C・tem1配nal　regions　of　bo止isofbn皿s　are　10．15　residues　longer血an　SGratl；1，　SeratZ；1，
and　Serat2；2（Figure　I　6）．　It　suggests　that　Serat3；l　and　Serat3；2　may　evolve　not　to　associatc　With
OASTL，　or　cvo董ve　to　associatc　Wi止other　B§as　isoferm，　which　may　have　unlmown　function　rather
than　OASTL　ftmctio皿．　However，　tho　low　subs廿ate　af丘nities　of　Serat3；1　and　Serat3；2　sti11　leavo　ope皿
血epossib恥止a曲e　OAS　produ。ing　actiVities　of　tWo　isoforms　might　be　side　a。tivities　of止ose
proteins　that　may　llave　another　u皿known　fUnction（s）similar　to　OASTL　and　CAS（HatZfeld　et　I逓．
2000b；Warrilovv｛and　HawkesfoTd　2000）、
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Fig腿re　25．　Schematic　representation　ef　Cys　metabo且i麟m　in貰eaf　and　ro　ot　in　Arabidopsis．
Schematic　represe皿tation　of　Bsas　a皿d　Serat　isoforms血volved　in　the　Cys　metabolism　in　the　cytesol，
plastidS，　and　mit・eh・皿dria　in　leaf　and　r。。t．　S・韮d㎜w・・h・w　en・ymatic　reacti・ns・Relative
significance　ef　eaoh　isofon血s　was　indioated　by　the　siZe－amd　red　color．
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GENERAL　DISCUSS夏ON　AIND　CONCLUSIONS
The　transport　of　Cys　and　OAS　across　organellos
　　　　　　　Serat　a皿d　OASTL　aro　localized　in　all　cellUlar　compa㎞㎝ts　where　protei皿synthesis
㏄oロr5（Lu皿n　et　a1、1990；1£ustek　a随d　Saito　1999；Sa三to　2004）．　It　is　said出at　Cys　may　not　transfer
betw㏄11　cellular　compa血le皿重s，　therefore，　Cys　synthesis　may　be　required加　all　cellUlar
◎ompaτtments　where　proteill　synthes　is㏄curs．　However，　knockout　mutantS　of　Seraa；l　and　Scrat2；2，
which　are　the　sole　Serat　in　plastid－and　mitochendrion　respectively，　and　quadruple　mutantS　were　able
tO　gro「畦not　die，　under　nomlal　growtll　cond量tio皿s．　This　resUlt　indicated　that　OAS，　Cys　or　its
derivative　was　able　to　tra血sfer　betWeen　compartme皿ts　hl　order　to　compensate　the　loss　of　OAS　and
Cys　in　eaoh　compartment　ef　those　mutants．　The　ability　of　Cys　to　be　transported　is　illustrated　in　tho
progress　made　in　elucida血g　thθmol㏄ular　identity　and　substrate　spec圭且city　of　amino　aoid
transporters　by　fi皿ctiona1　complementatio皿of　yeImst　mutalltS（Fischer　et　al．2002；Wipf　et　al．2002）．
Us㎞g面s　approa。lt　enly　a　specfi噛圃e㎜a　Cys舳spo蛇coup1司t。　H’　has　been　described　in
レ’icia　faba（晦nda　et　al．2001）．　Bllt　so　far，110　Cys　and　amino　acid　transporters　ill　general
associated　with　the　plastid　and　the　mitochondria　of　plants　cells　were　identifried　a　lthough　they　are　able
to　cross　the血er　plastid　envelope（Wipf　et　a1．2002）．　The　problem　of　transport　of　Cys　and　OAS
across　compartments　waits　to　bc　elucidated．
　　　　　　　　i1　leaf　of　Arabidopsis，　high　OASTL　actiVity　and　high　Serat　activity　are　observed壼n　cytosol
and　in　mit㏄ho血dd糺rospectively（Figure　25）．　Co血s三dedng　transport　of　OAS　a皿d　Cys　acress
organelles　a皿d　high　production　of　Ser　in　mitocho皿dria　ill　leaf（Ho　et　al．2001），　OAS　may　be
e丘bctively　synthesiZed　by　Serat2；2丘om　su茄ci¢nt　Ser　in　mit㏄hondri匙and｛hen　transportedi　to
Cytosol．　In　cytoso1，　where　feedbaok　regulation　by　Cys　is　presenち　Cys　may　be　synthesized　by　Bsas　1；l
usi皿g　the　OAS　released丘onl　mi重ochon面a　a皿d　sUlfide丘om　plastidS．　In　rooち　mitochondrial　OASTL，
Bsas2；2，　and　oytosolic　Serat1；l　may　play　important　roles（Figure　25）．　In　rooちCys　synthesiεin
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mitocho皿dria　seems　to　be　aotivo，　resUlting　that　transport　of　OAS　from　mitochondria　tO　cytosol　may
be　d㏄reased．　As　the　result，　cytosohc　Seratl；l　may　be　req曲’ed　i110rder　to　compe皿sate　fbr　the
deorease　of　OAS　transpo鵬d．　Through　this｛nterorgancllc　transfer，　the　plant　cell　might　be　able　to
keep　Cys　homeostasis　consta皿t．
Evolution　of　Serat　and　Bsas　genes
　　　　　　　The　Arabidopsis　genome　co皿tains　many　putative　paralogs　that　1ikely　arose　Via　segrnentai
chromosome　duplication　evontS（BIanc　et　al．2000；Vision　et　al．2000）．　The　search　for　such　paralogs
Witk血tlle　Bsas　amd　Serat　fami血es　by　the　use　of　the　Paralogons　in　Arabidops童s　program
tlttp：〃wolfe．gen．tcd．　i．e．／athal／dup）　revealed　that　Bsas1，〃Bsas1∫2，　Bsas2；1∠Bsas2，2，　Bsas4∫11
Bsas4；3，　Silrat2；11Sera’2∫2，　and　Serat3；1／Serat3；2　form　paralogous　ge皿e　pairs（Figuro　26）．　The
Bsasl；1　pre弓ursor　gene　has　been　dup韮cated丘om　chromosome　4　to　chromosome　3．　As　a
conseque皿ce　of　fLmo鉦o皿al　redundanoy，　the　Bsasl’2　geno出en　might　develoP血to　a　pse“do　gene　that
is　tra皿scribed　but　not　translatcd　into　a　fimctiona1　OASTL　protei血（Jost　et　al．2000）．　It　is　notable　that
Bsas　genes（Bsas2，1　and　Bsas2∫2）and　Serat　genes（Serat2；1　and　Serat2；2），　which　encode　plasddic
and　mit㏄hondrial　isofbmls，　wcre　generated　by　the　duplioation　events．　A鰍the　duplications，
precursors　of　these　genes　tho血　might　tum　into　organeno　targetetl　ge血es　by　acquisition　of　5，
sequ㎝ces　to　fbnn　a　corresponding甘ansit　pe凶de，　although　the　subce孤U　lar　localiZatio皿s　of　the
enZymes　encOded　by　precursor　genes　coUld　not　be　knew皿．　Ms　suggested　that　hrab童dopsis　probably
did　not　have　Serat　and、　OASTL　in　three　compart1皿ents　befere　the　duplications．　This　idoa　suppOrts
廿lat　in　Arabidopsis，　OAS，　Cys　or　its　derivat孟ve　may　bo　able　to　tran5fbr　between　cempartments　m
order　to　compensate　the　lack　of　OAS　or　Cys三n　compartmentS－ln　Vi’アo　assay，　Bsas4；I　showed　low
OASTL　activity，　and　Bsas4；3　was　not　charaoterized　yet．　OASTL　of　scvera！plan亡species　is　also
respo皿sible　fbr　the　synthesis　of　s㏄ondary　heterocyclic　β一substitUted　a玉ani皿es　（lkegami　a皿d
Murakoshi　l994）．　Both　genes　may　evolve　to　be　new　gene　of　more　diverse　fimctio且．　The　Bsas
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isofbms　may　fUnction　as　en名ymes　with　PLP－dependentβ一replacement　activity　fbr　production　of
廿10se　se◎ondary　metabolites　rather　than　fU皿cdon　as　OASTL」「n　vゴ∫π⊃assay，　Serat3；l　and　Serat3；2
also　sllowed　low　Serat　activity，　suggesting　that　Serat3；l　and　Serat3；2　may　evdve　to　llave　another
皿㎞own　fimction　rather　tha蹴Serat　like　Bsas£amily．　In　plants，　many　of　nlultigene　families　are
Plresent．　This　confers　a　great　adap丘ve　advantage　by　a狙owing　a　di丘brential　reguladon　of　each　gene
family　member　in　response　to　different　endogenous（極ssue　and　developmentaD　and　exogenous（e．g．，
enVironmental）stim111i．　Duplication　can　result　in　gene　redtmdancy，　which　provides　an　inlpo撤mt
source　of　evoludonaly　innovations　on　the　biochemical　level　and　at　the　same　time　has　a　protective
effect　against　deleterious　mutations．
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FigUre　26．　Chromosome　locations　and　duplication　events　for」Bsas　and　Serat　genes　indicated　in
Arabidopsis　genomes・
Connecting　1ines　mark　the　speci丘c　cases　in　which　there　is　a　strong　correlation　betWeen　duplicated
genomic　regions　and　the　plresence　of　Bsas　or　Serat　genes　in　the　same　fatnily・
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Co皿olusions
　　　　　　　　The　physiological　roles　of　Bsas　isoforms　in　vi’vo　were　investigated　by　the　characteriZation
of　T－DNA　insert量on　mutants．　A皿alyses　of　gene　exprossion，　actiVities　of　OASTL　i皿d　CAS，　Imd　levels
of　thiols　in　the　bsas　mutantS　indicated　that　cytosolic　Bsas　I；1，　plasti（聾c　Bsas2；1，　and　mitochondrial
Bsas2；2　play　major　reles　in　Cys　biosynthes壼s．　Cytosolic　Bsas　l；1　has　the　most　do血inant　contribution
both　in　leaf　a且d　rooちImd　mit㏄hondrial　Bsas2；2　plays　a　significant　role　in　root、　Mitocho皿d！ial
Bsas3；1　is　a　genuino　CAS．　No皿一targeted　metaboleme　analyses　of　lmoekout　mutants　were　carried　out
by　a　combination、　of　GC－TOF／MS　and　CE・TOF刀MS．　The　level　ofγ・glutamyl一β一〇yanoa童a血e
deoreased　in　the血utant　bsas3；1，　indicating　the　crucial　role　ef　Bsas3∫1　in　P－Cyanoalanine　metabOlism
mVハto．
　　　　　　　　The　physiological　roles　of　Scrat　isofbmls加vゴvo　were　investigated　by　tlle　characte血ation
of　T・DNA　insertio血mutants．1血this　study，　I　crossed　single　mutants　to　generate　q餌adnlple　and
quin加ple　mutants．　This　mu監tiplc・mutImt　approacll　reveI盛ed　that＆∋rat　ge皿e　is　essential　fbr　emb】ryo
devdopmc皿t　and　aU　five　isof（｝rms　are　fimctional　Serat　in　vtレo．　Analyses　of　genc　expression，　actiVity
of　SeraちImd　levels　of　OAS　and　thiols　in　the　single　and　quadnlple　sera’mutants　indicated　tllat
mitochondrial　Se耐2；2　plays　maj　or　role　in　OAS　synthesis　in　leaf　and．　reoち　and　cytosolic　Serat　l；l　is
m。r。　important血ro。t　than　in　leaf．
　　　　　　　　By　increasing　gene　number　of　the　family，　Cys　metabo亙ism血ight　evolve　to　maintain　the
ceUular　Cys　homeostasis　and　the　regU　lation　of　various　cell　responses．　The　functional　redundanoy
plays　an　i皿portant　role　in　plant　genetic　robustness・
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Plant　materials　a・nd　grow出conditions
　　　　　　　Arabidbps’5　thaliana（ecotype　Columb　ia）plants　wero　used　as　the　wild・type　in面s　study．
The　plants　were　cultuτed　on　GM・agar　medi皿contah孟ng　l％sucrose（Valvekens　et　a1．1988）i血a
groWth　chamber　at　22°C　under　1618　h　light（approximately　2，5001ux）and　dark〔写01es　fbr　2　w㏄ks．
Tho　leaves　and　roots　of　the　p1ξmts　were　harveste｛t　im皿ediately倉oze皿with　hquid　nitrogen，　and
stored　at－80°C皿til　use．　Identical　plamt　materials　were　analyzx3d　for　their　geno　express至on，　enzyme
activities，　and　metabolite　profiles．
Screening　of唱正DNA　mu伽1ts
　　　　　　　The　T・DNA。inser量cd　mutantS　of　Arabidopsis，　linc　O72213（bsas1∫1），　line　021183（bsas2；i），
lil塾e　OOO860（bsas2’2），1ine　O22479　（bsas3　；’　i），1i皿e　O97875　（bsczs4；　1），　line　O92696（bsas4∫2），㎞e
lO3855（bs｛is4∫3），　and　Hne　O34133（bsas5，1），　li皿e　O50213（seratl∫1），1h1e　O99019（serat2；　1），　iine
O30223（serat3∫の，　and　l沁e　O30011（serat3∫2），　were　obtained丘om　thc　Salk　Ihstit皿tc．　The
’｝DNA・inserIed　muta皿t　of　Arabidopsis，㎞e　Kaz皿sa＿KG752（serat2，2），　was　obtained丘om　Kaz腿sa
DNA　research　Ihstitute．　HomoZygous　mutantS　were　identified　by　following　the　protoco1　described　at
the　S　alk　lnsenio皿al　Mutant　Database　by　using　a　PCR　methOd（Alo皿so　et　al2003）．　The　primer　list
for　the　scree血g　of　homoZygo皿s　bsas　and　serat　mutantS　is　provided　in　de面l　i皿Table　6，7，　a皿d　8．
LBal　primer　seque皿ce（5’－TGGTTCACGTAGTG（Ki｝CCATCG・3’）is　accessible　at　the　website
Olttp：〃slgnal．salkedultdnajAQs．html）．
58
Table　6．　Primer　design　for　bsas　mutants　scree皿ing．
P血nc　rs　were　desi　ed　usi　l　a．　roin　SIGnAL｛Sect　Tools（h　ゴノsi，salk．edu！isects，htm1．
MutarrtM伽血ID LP　primer RP　Pfirner
占3ロ31ゴ
う5452‘1
占5α」2∫2
西5ロ53’1
ゐ5ロs4’1
う5α54’2
bsas4’3
ゐ5σ55’」
Salk　O72213
Sa皿く021183
Salk　OOOS60
Sa1］kO22479
Salk　O97875
Sa皿く092696
S訓｛103S55
sauく　034133
ArCGAAACTGACCTCTCCTGG
TTCACCTTCTrCTrGτrGG∫旺℃AG
ACCCGTGTrrCCACTTGTAGG
TITCτ　［TACCCTCTGmm「「GArGC
GACGA［ErACCAGAGOCAA［1「『㏄
CTGArTCGAACAArGAGGTCG
TGCT’rG’TTCGTCC1虹vrl’TcTG
TGA『AGAAGCTGGCArTGTCAC
AGAAACCGAATGTTCAAA㏄C
AC㏄AArCCTGAAArCA㏄AC
AACCGAAGCTGCTACACAr㏄
TT AAAAGArGGAAGCTTT八GCC
ACTCCCGGAAAOGT”rAA　rA　rG
CGG TC AGAGA［rkcrGGAGAG
T GTハエAACCTCTGGAITITCAGG
CCTAATCCCTTAAACCTCGCC
Table　7．　Primer　design　for　serat　mutants　screening　adentificatien　ef　TニDNA　insertioll）．
MUtantMu㎞t　ID Prim¢r
serロf1’1
s召囮’2’1
s召rロ£2’2
serat3；ノ
serat3’2
Sa聾cO50213
Salk　O99019
Kazus題KG752
Salk　O30223
Sa劃kO30011
AGTCTC㏄CGGArI℃CCAACCG
CACCAA［1’CAACCTCGCCGGA『T
TC㎜ACArAATCCGAC
TGGTTGAGTCTTGCTGGAGCTGC
TGGT（iTGAa’：口［ACGGTGGTGCAC
T・DNA（】LBa　1）fbr　Sallc　mutants：　GGTTCACGTAGTGGGC℃A【rCG
TLDNA（LB）fbf詔摺’2，2：AAGAAAA［rGCCGMAC’1’rCA口咽G（鐙
Tab！e　8．　Primer　design　for　sernt　muta皿ts　screening　asola重ion　of　homozygote　mutants）・
MutantMutant　ID 5’　Ptimer 3’　nimer
∫θ囮tl’1
serat2’1
serat2’2
s¢rat3；1
詔呂ロ’3；2
Sa』kO50213
Sallc　O99019
Kaz巡a　KG752
Sa皿こ030223
salk　O30011
AGTCTCGCC（K｝ATTCCCAACCG
AGGGCGACTGCτrCACGTAACT
ArGTrGCCGGTCACAAGTC
ArGAArGGCGArGAGCTTC
ArGGCTTG皿AAACGGCG
G T㏄TGCAACAGAAGGGAr㏄
CACCAACE’CAACCTCGCCG（｝A　［：『
TC AArTACA£A《TCCGAC
TCA『GArGT㏄TGTIAGTG
’1’IIAt1U’GTCTCC’1’11’CCCTG
Real－time　PCR　and　RT－PCR　analysis
Tbtal　RNA　of　w皿d－type　and　each　bsas　and　serat　muta皿t　was　ex甘acted　with　RNeasy　PIant
Mini　Kt（Qiagen），　and　cDNA　was　synthesized　with　SuperScript　II　RNase　H’　reverse廿anscriptase
（lm面oBe皿Corp．　Carlsba〔毒CIL　USA）fb皿owing　the　manufactUrer’s　instructions，　One　hundred
na皿ogrI皿s　ef　cDNA　vvas　used　for　qua皿titative　real・t血e　PCR　analysis．　The　pr血er　list　fbr　rca1－t血e
PCR　is　proVided　in　detail　in　Table　9．　SYBR　green　real－time　PCR　Master　Mix（TOYOBO，　O　SAKへ
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JAPAN）was　used　for　amplification　ao◎ordng　to　the　protocoSs　proVided　by　the　supplier．　The　RT－PCR
analysis　was　standardized　based　on　equa董qua且tities　of　oDNA　samples，　a皿d　the　respective　plasmid
DNA　or　PCR　prOduct　of　eaeh　gene　was　used　tO　draw　a　standardi　curve．　The　primer5　werc　designed
for　A　ctin2，　as　described　by　Himanen　et　a　1．（2002）．’lhe　primer　list　fer　RT・」PCR　is　prov量ded　detail　in
Table　l　O　a皿d　l　1．’］　he　primers　were　designed　for　a－tubulin，　as　described　by　LudWig　et　al．（1987）．　The
PCR　progmm　fbr　amplification　was　as　fbllows：94°C　fbr　3　min，24梱30　cycles　of　94°C　fbr　30　s，
55・60°C　for　30　s，　and　72°C　f（）r　l血and　fina1　extension　at　72°C」eor　l　O血in．
Table・9．　Primer　design　for　real－time　PCR鋤a畳ysis　efBsas血w紐d－type・
G¢鵬 AGI　CCKie5’P舳邸 3’　Pdmer
β5ロ5ノゴ
Bsas2；1
Bsas2’2
Bsas3’1
Bsas4’1
B5召54’2
Bsas4’3
Bsas5；1
Actin2
A14呂14880
A12呂43750
A13959760
AS　9石144K）
恵5828020
A13904940
At5928030
A13903630
A坦g18780
GGCTTGAACArTCTCCArrrC
GTGACCAACAAGGAA㏄TCTTC
CTCCCAD粗ACAGTCTGAGT㏄T
GCCAGTTTCAGTGGAITG
ArGAArGTTGGACGTGTGCC
CACGACCTGACTTGGTrC
TCGACTGAA3TGTTCGAGTC
TGAXAGAAGCTGGCA「rGTCAC
GACCAGCTCTTCCA［rCGAGAA
TTGGCACACAAGAGAAGArAC
Cm　A『r㏄GTT㏄GAArTG
CTCA．AAOCACt！［IT『CACTAArGCC
ACACAAACT’rA［1”rACTC’1’rACArrC
CA［1’1’rCACA［rTGACCAGTAA［iTAAGC
C TAGAGGCTAGAGAC［TAGAGA［『C
T TAACCTTGGTACCAACA　rC
TAACTCCGAGGAAGACTGT椰AG
G AGCT’rCCmCCCACAA
Table　10L　pri皿er　design　for　RT・PCR　aRalysis　ofBsas　in　bsas　mutants・
Gene AGI　code5’　primer 3’P㎡mer
B詔3’‘’
Bsas2’1
Bsas2’2
Bsas3’1
Bsas4’1
Bsas4；2
Bsas4∫3
Bsas5；1
a－litbulin
At4914880
At2943750
A重3959760
At3　9β1440
AtS　928020
A13904940
恵5828030
At3　9ρ3630
A15gl9770
GGCTTGAACArTCT㏄ArTTC
GTGACCAACAAG（）AACCTCTTC
ArTAGGA『rAGGACACGCTCTAC
GCCAGTTTCAGTGGArTG
GAGACGTTCGTTCCAAGAG
CACGACCTGACTTGGTrC
TCGACTGAATTGTTCGAGTC
GG’1”TAGAGCTCACACGAGA．AC
CTCGAAiMAGG（｝’ITTCTACTGAGAGA．AG
GGCACACAAGAGAAGArAC
CAAArrGCGTTGCGA櫛『G
ArGG IT1℃C㏄GTTGTTC
A．ACACA．PLACT’TA［E’lrACTC丁工ACA［rc
TT CAArGGAAG撚GTCAAC
CITA｛｝AG｛把TAGAGArrAGAGArc
TGTAACCTTGGTACCAAICArC
TC CTGACA以『GAGTGAGAAG
C ACGAA［rA［E「口「TACAGGArrrAAACA
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Tab璽e　11．　Primer　design董br　RT・PCR　ana艮ysis　of　Serat　in　serat　mu伽ts・
Gene AGI　cod¢ 5’　primer 3’IPtimer
Sera「1∫1
Serat2”
Serat2’2
Serat3’ノ
Se［at3’2
a＿liibu’in
At5956760
A丘1955920
AS3913110
At2917640
A14935640
At5919770
TGArGAGGAArGTCCTGGAGAA
ACArGArAAGA1TCCTrGTCTGA
Ar㏄GArGArGCTGTTTCCA
CAGAGAAAGGACACACTAACAG
AcrGGAGCA［rGArGCTACCAGA
CTCGAA酊TAGGGT’TTCTACTGAGAGAAG
CTCAGCACCTCTCT岨「△A㏄GAA
CT GT’I　rCA［ELCA［1’CAIrCAGTTAC
ACCAA㏄ACAGGAAACT㏄ACTA
G GG AAr㏄TGAG椰AGC
CTrAAAGAAGCTGCAGGTGAr
㏄GAACGA £㎜掬CAGGArrコ［AAACA
Assay　of　OASTL　a皿d　CAS　enZymatic　actiVity
　　　　　　　The　en年ymatic　a¢tivi‡y　of　OASTL　was　dctemined　in　tlle　reaCtion皿iXtre（50μL）
containing　50血M　pOtassium　phosphate（pH　8．0），5mM　Na2S，　a且d　12．5血M　OAS．　The　reaction　was
perfbmed　at　30°C　for　10　min　and　terrninated　by　the　addition　ef　I　O　pL　of　7．5％（wlv）trich【oroace廿c
acid．　Tlle　Cys　produced　was　qロanti且ed　by　spectrophotomet軍y　us血g　the　acid－ninhydm　method　at
560㎜（Gaitonde　l　967）．　The　enzymatic　activity　of　CAS　was　deten且ined　in　the　reaction　mb血re（1
血L）conta血ing　107．3　miNd　Tris　base，5．7血M　Cys糎HC1，15　niM　lead　acetate，　and　3．l　mM　potassium
cyanide．　The　reaction　wIms　perforrned　at　25°C　for　1　h　With　the　appearance　of　a　brown　precipitate　du。
血｝　dle　prese皿oe　of　lead　sUlfide　fbn血ed　by　lead　ca廿on8　combi廿ing　Wit　l　bisul丘de　a皿io皿s　a血d
monitorod　at　550且m（Wanilow　and　Hawkesford　1998）．
Dote皿虹nation　of　Cys　and　GSH　con也ents
　　　　　　　Quantitative　analyses　of　r｛Uluoed　forms　of　Cys　and　GSH　were　performed　by　a　combinatien
of　monobromobimane　fluorescent　labeli皿g　and　HPLC（A丘derson　l　985；Fah、ey　and　Newton　1987）．
Rose伽1eaves　and　roots　wcre　homogenized　in　3　volumes　of　O．　l　M　Hα（fresh　weight　basis）with
mixer　m丑1　MM　300（Qiage叫valenci彰C！㌧USA）．　A　n血tue　of　20　pL　of　extract｛and　40pL　of　25　pM
N・acetylCys　as止e　internal　standard　was　reaoted　with　5　pL　of　30　mM　monobromobimane　i皿
acetonitrile　and　10　pL　of　8．5　mM　Nethyimorpholine　for　20　min　at　37°C　in　the　dark．　The　labeling
爬action　was　tem血ated　by　the　addition　of　10　pL　of　acetio　aoid，　and、　tho　rcsulti且g　so董ロtion　was　then
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subj　eoted　to　HPLC　analysis．　HPLC　was　carried　out　as　preViously　described（Saito　et　aL　l　994）．
Non・targeted　GC－TOFnNt［S　and　CE・TOFIMS　analysis
　　　　　　　Sixteen　plants　were　pl｛mted　on．　a　single　plate　separated血to　qua丘ers　to　n血血皿ize血e
difforences　in　growth　condition昼．　Fo皿r　Wild・typc　plants　were　planted　on　one・quarter，　and　4　bsas
mutant　plants　were　planted　on　each　of　the　remaining　quarters，　Five　plates　wcre　replicated　for　each
bsas　mutant．　Each　sample　vvas　extraoted　with　a　concentrat量on　of　25　mg丘esh　weight　of　tissues　per
microhter　of　thc　ex位action　medium［medlano1：0hlorofbm：water（3：1：1Ψ！v1Ψ）］by　us血g　a　Retsh
miXer　mi孤MM310　at　a廿equenoy　of　30　Hz－l　fbr　3皿in　at　4℃．　Aftcr　centrifugation　fbr　5　m血at
15，100xg，400　pl　of　the　s皿pemata皿t　of　each　plate　was　put　together　in　accordance　With　each　section
。f　quarters．　Four　h皿dred　microliters　of　the　2　mL　supernatant　vvas　used　for　GC・TO恥iS副ysis，
and　a皿other　400　pl　was　used　for　CE－TOFIMS　analysis．
　　　　　　　　The　analysis　of　me伍bohtes　by㏄・TOF！MS，㎞cludセ19　the　derivatiZation　st叩and　the
processi皿g　of　M　S　data，　was　performed　as　described　elsewhere（Kusano　et　al．2007嬬　200th）．
　　　　　　　　The　analys　is　of　metabolites　by　CE・TOF！M　S　was　perfonned　using　an　Agiie皿t　CE　capillary
electropheresis　system（Agilent　Technologies，　Waldbronn，　Gennany），　an　Agilent　G3250AA
LCIMSD　TOF　system（Agilent　Technolegies，　Palo　Alto，　CA），　an　Agilent　l　100　series　b三naτy　HPLC
pump，　and山e　G　1603A　Agile皿t　CE－MS　adapter－and　G　l　607A　Agilent　CE－E　SI－MS　sprayer　kit．　The
G2201AA　Agilent　ChemStatio皿so丘ware　fbr　CE　anLd　the　A皿alyst　QS　software　fbr　TOF／MS　were
used．　For止e　catienic　compounds，　separations　were　carried　out　usi皿g　a　fused　silica　capillary（50　pm
i．d、　x　100　em　tOtal　length）fdied　With　1　M　forrnic　acid　as　the　electrolyte．　The　sample　solutio11s　were
injected　at　50　mbar　for　15　sec（15　nL）．1噴or　to　each㎜血e　capill昭wお且曲d轍e1㏄仕ol｝Tte　for
5n血1．　The　applied　voltage　was　set　at　30　kV．　The　capillary　temperature　was　maintained　at　20°q　and
tho　sample　tray　was　cooled　below　4°C．　Fifiy　percent（Ψ！v）methanoレwater　cont血ing　O．5pM
・・serPin・w・・　delivered　as　th・・h・・th　liqUid　at　iO　pL　min”・ESI－TOF／MS　w・・c。nducted・in・the
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positive　ion血ode，　and　the　capillary　vohage　was　set　at　4　kV　A　fiow　rate　of　heated　dry　nitrogen　gas
（heater　temperature　300°C）was　mainta孟ロed　at　10　psig．　In　TOFIMS，　the　f卜agme皿tor，　skimmer，鋤d
O。t　RFV　v。1tage　were　set　at　110V，　50「V，　160V，　respectively・　in　acqUi「ing　a　f「agrnent　i・n　mass
spec柱uln，　the仕agmentor　voltage　was血creased　to　2重O　V　Aロtomatio　recI血bration　of　each　acqu丘ed
speetrum　was　performed　using　refere皿ce　masses　of　reference　s伽dards．　Thc　methanol　dimer　ion
（【2M＋H】＋，　m／z・65．0597）and・eserPine（［M＋田＋，　m／z・6（D・2806）P・・“d司翻㏄k　m麗・f・・。x・ct
mass　measl11ements，　Exact　ma5s　data　were　acquired　at　a　rate　of　1．5　cycles　sec’10ver　a　50－1000　m／z
range．　The　analysis　of　anionic　oompou皿ds　and　11ucleotides　werc　carried　out　as　desoribed　previou51y
（Soga　et　aL　2002a，2002b）．
Statistical　data　ana1ysis
　　　　　　　The　ebtained　data　ma血［observation5：samples，　variables：337　peakS，　including　peaks
with　mass　speotral　tags（137　aimotated　peaks丘om　GGTOFIMS　plus　200　annotated　or
stably・appea血g　peaks　from　CE・TOF／MS　analysis）（Table　2　and　3）1　was　used、　for　statistical　analysis．
For　statistical　multivariate　analysis，　principal　compo皿e皿t　analysis　was　per愈ormcd　With　SIMCA・P
ll．O　software，　using　log　l　O　tra皿sfbmled　and　autoscalod　data（UmeUics　AB，　Urned，　Sweden）．　SimpIe
。。m面・。脚fm・ans・f。btained・P・ak・ar・as・wer・perf・・med　by　We1。h’・個しA雌㈹。e。fP＜
0．05was　oons　idered　to　be　signtficant．　h　terms　of　minimizing　the　effect　of　zerosubstit凹tion，　we
scaled組且orrllalized　peak　E鵬as　by　10，000　and　then　added　1　unife血ty．
Synthesis　ofγ一glutamyl，B－cyanoala血e　by　GGT
　　　　　　　y・Gl皿㎞y1一β・cy孤・al・ni皿・was・yn曲esized・in止・・e・c直・皿m血e（100両・・皿画ng
lO　mM皿，　base，　10　mM　B－cyanoala血・，　10　mM　glutamic　acid，　and　GGT（1un重t）・GGT　w麗
pur。hased・ft・m・Sigrn・（Pt・duct・n皿ber・（i9270・100UN）価e・…ti。n　wa・帥med・t　25°C　f・「
30min　and　te肛ninated　by　the　additio皿of　l　OO　pL　ethanoL
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Determination　ofγ一glutamyl・β・cyanoa互anine　oontents　by　HPLC
　　　　　　　Roset重c　1eaves　were　extracted　tvvice　in　10　vol皿es（丘esh　weight　basis）of　80％e止anol　at
50°C．The　supernatant　was　evaporated　and　re－suspended　h15volumes（fヒesh　weigllt　bas量s）of　water
fbr　HPLC・analysis．　Tlleγ・glutamyl・β一Cyanoalanine　was　detected　by　fluorescence　spectrophotometry
after　post・column　rea。don舳0－ph削aldehyde曲g　HPLC　aecor血g　to血et胡．（199の．
β一Cyanoala皿血c　treatment
　　　　　　　W1ld・type　and　bsas3∫1　were　grown　for　3　weeks　on　GM・agar　medh皿・The　p豆ants　were
transferred　te　GM・agar　medium　or　mediu皿co血ta㎞gβ一cya皿oa1曲e（100　pM　and　l　mM）and
cUltUred　fer　3　days．　The　leaves　were　harvested　and　the　y・glutamyl・＆（脚。ala血e　c。ntents　were
measured　by　HPLC．
Assay　of　Serat　en2脚atic　activity
　　　　　　　Tbc　enzymatic　actiVity　of　Serat　was　dotemlined　in　tlle　reaction　m血（100μ，L）
eontah血1950　mM　TrislHCI（pH　8．0），1］㎡M　acety1・Co」転and　lO血M　Ser．　The　reaction　was
画・皿・d・t30・C・f・r・10・min・and・termin・励y血・additi・n・f　lOドL・f・7・5％（w／v）面・hl・・。・ceti・
acid．　Serat　activity　was　detrmined　for　the　prodllction　of　OAS，　derivatized　with　O－phthalaldehyde
using　HPLC　aecor｛五ng　to　K血m　et　a1．（1997＞
Deten血ation　of　OAS　contentS　by　H　PLC
　　　　　　　Rosette　leaves　a皿d　roots　were　homogenized　in　3　vohlmes　of　O、I　M　HCI（丘esL　weight
basis）w汕皿iX・・　mill　MM　3eO（Qi・g鉱判・n・ia，　cA，　USA）・rl「he　OAS　w・・　d・圃・d　by
f】uorescence　spectrophote血etry　aftor　post－colunm　reaotion　with　O・phthala】dehyde　using　HPLC
acoordi聾g　to　Kim　et　a1．（1997）．
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Tra血sparentizatio皿of　seeds　of　q瞳intuple　mutaIlts
　　　　　　　　SeedS　were　cleared　prior　to　micrescopy　using　a　miXtUre　of　chloral　hydrate／glyceroVwater
（8：2：1）；incubatio血was　carried　out　at　room　temperatUre　fbr　at　loast　2　hours．　Microscopy　was
performed　en　a　OLYIvff’US　SZ・STS　micrescope　system．
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　　　　　　ゲノム機能学講座（遺伝子資源応用研究室）渡辺むつみ
【目的】高等植物におけるシステイン（（卵）生合成系は、自然界の硫黄循環において無機硫黄から有機硫黄化合物
への固定及び哺乳類への硫黄源の供給という重要な役割を果たしている。Cysは植物体内において、必須アミノ酸
の一つであるメチオニン、酸化還元反応に関与するグルタチオン（GSH）、ビオチンやチアミンなどのビタミンの合成
などに利用される。さらに（IYi；はネギ属植物特有の揮発性臭気成分や、アブラナ科植物などに多く含まれるグルコシ
ノレートなどの有用二次代謝産物の合成にも利用されるeそのため、Cys生合成系の解明を行うことにより、これらの
有用物質の生産能を代謝工学に向上させることが可能であると考えられる。
植物体において、土壌中から植物細胞内に取　　　　　　　　　　　　　　　so召E㎞，
腿まれ嫌酸IA一ンは徽の反応ma階mpて　　　　　　話、t・｛1，，t，a）
硫化物イオンへと還元され、（恥へと固定される。　　　　　　　　　　　　　Ats
恥蛤雌路の最終ステツプea．セリンアセ　　　　　　誌，・
チル転WWPt（㎞恢びaアセチルセリン臨浬L。A。et，，sedn。　一＆，
驚憲鴇磁雛鵬隷禦　…繭　圃／㎝㎎鰹　
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CystOtne主にプラスチドで行われているのに対して、こ
れら二種類の酵素はそれぞれ複数のアインワォ
ームが存在し、植物細胞内の主要な3つのコン
パートメント（細胞質、プラスチド、ミトコンドリア）
に局在する。Seratは、セリンとアセチルCoAか
　　　‘．一！iii　i］・i：：iii：1フTく継鵠
S－COT叩ounds　Methlonine　Gl輔bn■β伽no創鉗tIn■
　　　　　　　　　　‘GSH，
　　　　1晦皿1．（lySte血o皿曲itSm　in　hi麟』奪r　pb血
ら、（ysの前駆体であるQASを生成する酵素であり、この反応ステップはセリン代謝（炭素・窒素代謝）からCy　s合成
（硫黄同化）への合流点に位置しa・るe　Seratの活性は、アイソフォーム特異的に生合成経路の最終産物である（弊
によりフィードバック阻害を受けることが明らかとなっており、（卵生台成系の制御に深く関与していると考えられる。一
方、OASTLは硫化物イオンとQASから恥を生成する酵素であり、β・置換アラニン合成酵素Bsas）ファミリーに属し
ている。このBsasファミリーには、　QASTLと塩基配列及びアミノ酸配列レベルで非常に相同性が高い伊シア．，，，7’ラニ
ン合成酵素（CAS）も属している。　CASは錦とエチレン生成時などに生騒シアンイオンからβ一シアノアラニンを生成
する酵素でありミトコンドリアに局在することが明らかとなっa・る。
モデル植物であるシロイヌナズナのゲノム上には5つの51iTat遺伝子（＆物1，1、　Slofczt2∫1、5琢訟2、　Slerdi；1、
ShraB∫2）及び、9っのBsasr遺伝子（JEtSasi’1，　Bsasl；2、　Bsas2∫1、　Bsas2’2、．Elsas3’1、　Bs‘　ts4≧1、Bsas4；2、　Bsas4；3、
liSas5｝1）が存在することが明らかとなづている。それらのうち、細胞内局在解析及び組み換えタンパクを用いた酵素
学的研究から、細胞質、プラスチド、ミトコンドリアにそれぞれ局在するSeratl；1、　Sezaa；1、　Seraa2が主要S鰍、また
Bsasl；1、　Bsas2；1、　Bsas22が主要QA肌と考えられており、ミトコンドリアに局在するB蜘；1はCASであることが示
唆されQ・る。しかしながら、各遺伝子の植物体内での生理的な機能については十分に解析されておらず来だ不明
である。本研究では、各＆物遺伝子及び各Bsas遺伝子の植物体内での役割を解明するために、各遺伝子について
（D　T‘DNA　li　Niel｛X　Hgllill異嚇し、遺購灘㈱析を行い、逆遺購
よってそれぞれの遺伝子のin　Vivvでの機能を解明した。
【結果・考察】
Llシ置換アラニツ合成蝶遺伝子群（㎞）の機能解析1
シロイヌナズナゲノム上に存在する9つのliSas遺伝子のうち、推定アミノ酸配列が他のアイソフォームと比較して短く、
機能を有するタンパク質をコードしてないと考えられn・るBsasl，2を除く8つのliSas遺伝子について機能解析を行
った。まず、野生型シロイヌナズナの葉及び根を用いて＆郎遺伝子の発現量を定量的Real　imeiFK　Rにより解析した
結果、いずれの器官においても8つのBsas遺伝子のうちBsasl，1、　Bsas2，1、　Bsas2♂2、　Bsas3，1の4つが瀞・遺伝子
発現量を示した。また、Bsasl；1の発現量は葉と根で同等であり、　Bsas2；1及びBsas3∫1の発現量は葉で高く、Bsas2；2
の発現量は根で高いという器官特異性が認められた。次に、各Bsas遺伝子の8つのTDNA挿入遺伝子破壊変異体
（bsas1∫1、　bsas2；1、函α∫功2、　bsas3，1、　bsas4；1、　bsas4；2、　bsas4；3、　bsas5，1）を単離iし、各変異体の葉及び根を用いて
Bsas遺伝子の発現量を半定量的RT・・PCR　｝こより解析した結果、各変異体それぞれの標的Bsasr遺伝子以外のBsas
遺伝子の発現量に著しい変化は観察されなかった。次に、各変異体の葉及び根を用いてQASTL活性測定を行った
結果、QASTL活性は野生型と比較してbsasi∫1において葉で5CY／lo、根で24％に、　bsas2；1において葉で75％、根で
80％に、　bsas2；2において根でのみ82％に有意に減少した。植物細胞内の酵素活性は遺伝子発現量との相関性が高
く、遺伝子発現量の高いBsas　1；1が最も活性が高く、次にBsas2；1が高いことがわかった。また、　Bsas22の変異体に
っいてはltSas2；2の遺伝子発現量が高い根においてのみQASTL活性の減少が観察されtCe次に、各変異体の葉及
び根を用いてCAS活性測定を行った結果、　CAS活性は騒生型と比較して、　tnlWtS3，1において葉で36・／。、根で45％に
有意に減少した。　bsasr3，1において著しいCAS活性減少が観察されたことから、　Bsas3；1が植物体内での主要なCAS
であることが示唆された。次に、チオール類（恥及びGS宜）蓄積量の測定を行った結果、野生型と比較してCys及び
GSH蓄積量がそれぞれbsasi；1において葉で72％、83％、根で72％、77％に、　bsas2；2において根で83％、85％に有
意に減少した。tSasl，1は、　OASTL活性が最も減少し、葉及び根においてもCtls蓄積量の有意な減少が観察された
ことから、Bsas　l；1は植物体内でのCyis合成｝こ最も重要な役割を果たしa・ることが示されtCcまた、　bsas2；2は、根に
おいてのみOASTL活性が減少し、　Cys蓄積量も減少したことから、　Bsas22は根における珈合成に重要な役割を
果たしa・ることが示唆されたe
各変異体における代謝物全体の蓄積変動を解析するために、ガスクロマトグラフー飛行時間型質量分析装置
（OC－r℃Fn）v！［S）及びキャピラリー電気泳動飛行時間型質量分析装置（CE岨〕FA）vl［S）を用いて各変異体の葉にっいて
メタボローム解析を行った。その結果、各変異体における代謝物全体の著しい蓄積変動は観察されなかったeしかし
ながら、　bsas3，iのCE・710Fn）vls分析においてmb　2ca．0924の未知ピークが野生型と比較して著しく減少していた。こ
のnzlz値は、ソラマメ属植物の種子に多く含まれるγ・グルタ専レ昏シアノアラニンの精密質量理論値〔CliHiaQiNs　mb
2440933）に非常に近かったことから、このピークについてトシアノアラニンとグルタミン酸を基質としたγrグルタミルト
ランスペプチター一ゼの酵素反応物を用いて比較解析した。その結果、〃血244，0924のピークは酵素反応物のピークと
一致し、　bsas3；1で減少した代謝物はγヴルタミル廿シアノアラニンであることが明らかとなった。また、降シアノアラニ
ン添加実験を行い、γrグルタミル昏シアノアラニンはトシアノアラニン由来の代謝物であることを確認した。多くの植
物ではi3一シアノアラニンはアスパラギンに代謝されることが知られており、シロイヌナズナでは1｝一シアノアラニンをアス
パラギン及びアスパラギン酸に代謝する酵素（N皿4）が同定されa・る。従って、シロイヌナズナは匪シアノアラニン
を代謝する経路を少なくとも2つ持っa・ることが示唆された。
2．セリンアセチル転移酵素遺伝子群（51erat）の機能解析竃3
シロイヌナズナゲノム上に存在する5つのiSbU遺伝子について機能解析を行った。まず、各，Sle7zzt遺伝子のTDNA
挿床遺伝子破壊変異体ISerat1；1、　serat2il、　se7rat2；2、　serat3il、serat3；2）を単離しtCeまた、各変異体を交配させること
によりそれぞれ1つずっの＆物遺伝子だけが野生型で存在する5つの四重変異体Q1；1（2；lx2；2x3’lx3；2）、Q2；1
（1，1x2，2x3∫lx3；2）、q22α∫1xaゴx3’1x3’2）、Q3｝1（1’lx2；lx2∫2x3’2）、Q32（1’lx2∫lx2♂2x3∫1）及び、＆濯遺伝子が存
在しない五重変異体（1；lx2，lx2；2×3’lx3，2）の単離を試みた。その結果、四重変異体は5つ全て単離することができ
たが、五重変異体は単離することができなかった。種子形成時の五重変異体にっいて解析を行った結果、五重変異
体は魚雷型胚期で致死になっており、発芽できないことが明らかとなった。このことからSeratは胚形成に必須である
ということが明らかとなったことに加え、シロイヌナズナにおいてSqatの機能を有する酵素はこれら5つのアイソフォ
ーム以外には存在しないことがわかった。また、システイン生合成はS㎝tを経由する代謝経路しか存在しないことが
示唆された。また、四重変異体が致死でなかったことから、植物体内において5っのアイソフォームは全てS囲t酵素
として機能的であることが示された。
次に各一重変異体及び四重変異体について、植物体の生育への影響を調べた。その結果、2週齢における野生型
と比較して各一重変異体及びQ1；1、Q22の生育に著しい変化は観察されなかった力弐、　Q2…1、　Q3；1、　Q32は媛ノNヒし、
ロゼット葉の湿重量がそれぞれ野生型の74％、M°1。、　56％に減少しtCe次に、各変異体の葉を用いて＆物遺伝子の
発現量を半定量的RT41K　Rにより解析した結果、一重変異体及びQ32を除く四重変異体において、それぞれの標
的51erat遺伝子以外のtSlarat遺伝子の発現量に著しい変化は観察されなかった。　Q32においてはthalt3，2の発現量
が著しく増加しており、定量的Real　thne－PCRにより解析した結果、野生型の3．4倍に増加していることがわかった。次
に、各変異体の葉及び根を用いてSerat活性測定、　OAS、チオール類蓄積量を測定した。その結果、葉において
Serat活性は、野生型と比較してserat2；2、　Q　l；1、Q2；1、Q3；1、Q32でそれぞれ21％、9％、13％、5％、2％と箸しく減少
しtc。また、代謝物分析では、　serat2；2でoAs蓄積量が66％に減少し、　Ql；1でoAs、　（lyS、　GsH蓄積量がそれぞれ
46％、84％、67％に、　Q3；2で52％、79％、39％に減少し、　Q2・2ではOAS、　GSH蓄積量がそれぞれ80％、80％に減少し
た。また、S委小化を示したQ2；1、Q3；1の代謝吻蓄積量に有意な変化は観察されなかったe一方、根においてs（＝at活
性は、野生型と比較してserat1；1、5ξ履22、　Q1；1、　Q2；1、　Q3；1、Q32でそれぞれ4％、47％、27％、5％、　o．1％、　o．4％に
有意に減少し彪また代謝物分析では、serat2；2、　Ql；1、　Q2；1でそれぞれOAS蓄積量が36％、16°／・、　M％に減少し、
Q3；1でoAs、（ys、　GsH蓄積量がそれぞれ、検出限界以下、69％、　54％、　Q32で検出限界以下、64％、43％に減少し
た。葉及び根においてserat2　2のSerat活性が著しく減少し、　Q22のSerat活性が野生型と同程度であったことから、
ミトコンドリアに局在するSeraa2の活性はシロイヌナズナ植物体内のSe，at活性の大部分を占めていることが示され
た。また、　serat1∫1において根でSerat活性が減少し、またQ1；1の根におけるSerat活性の減少が葉と比較して抑制さ
れたことから、　Seratl；1は根において重要な役割をしていることが示唆された。5伽3∫2は媛ノ封ヒし代謝物蓄積量も著
しく減少したことから、i勤aB2はC脚生合成への寄与が最も小さいことが示された。
【総括1シロイヌナズナに存在する各Bsas遺伝子の笹DNA挿入遺伝子破壊変異体を単離し逆遺伝学的解析を行う
ことにより、in　vtVoにおいてBsas1；1、　Bsas2；1　，　Bsas22はOASfiLとして、　Bsas3；1はCASとして主に機能していること
が示された。また、細胞質型のBsas　1；1は葉及び根においてCyi；生合成への寄与が最も大きく、ミトコンドリア型の
Bsas22は根において重要な役割をしていることが示唆された。一方、　BsaSl；1、　Bsas42、　Bsas43、　Bsas5；1の恥やβ・
シアノアラニン生合成への寄与は小さいことがわかっ彪また、bsas3；1のメタボローム解析により、シロイヌナズナに
おいてBsas3；1がγ・グルタミルーβ一シアノアラニンに代謝されるp一シアノアラニンの合成に関与することが明らかとなっ
た。＆初遺伝子にっいては、一重変異体に加え、四重変異依五重変異体の解析を行うことで、シロイヌナズナにお
いてSe　ratは胚形成時に必須であり、　Seiatの機能を有する酵素は5つのアイソフォーム以外には存在しないことが示
されtCeまた、植物体内において5つのアイソフォームは全てSerut酵素として機能し、相補的な機能を有することが
明らかとなり、生成物であるOASもしくは（准がそれぞれのオルガネラ間を移動することが示唆された。また、ミトコン
ドリア型のSe！aa2の活性は植物体内のSeiat活性の大部分を占めa・ること、根では、細胞質型のS㎝t1～1が重要
な役割をしa・ることが示唆された。　bsas変異体及びserat変異体の解析結果を統合すると、葉においてOAsrL活
性は主に細抱質で高く、　Serat活性は主にミトコンドリアで高いことから、セリン生合成が主に行われn・るミトコンドリ
アで効率よくSqat22がOASを生成し、そのOASが細胞質へ移動し、（和によるフィードバック阻害の制御機構が存
在する細抱質で主にBsas　1；1が（恥を合成している可能性が示唆された。また、根においてはミ桓ンドリア型である
Bs　ss22の活性が高いことから、根ではミトコンドリアでの（lys　gi合成量が高まり、その結果、ミトコンドリアから細胞質へ
のoms移動量力沙なくなり、それを相補するために細胞質型のSerat1；1の活性が上昇すると考えられる。以上の結
果から、植物体内に存在する複数のアイソフォームはそれぞれが特異的な機能を有するのではなく、各アイソフォー
ムが補完的に働くことによってシステイン生台成系の恒常性を維持していることが示唆されtCeまた、遺伝子破壊変異
体を用いた逆遺伝学的解析は、システイン生合成系のような複数遺伝子からなる遺伝子ファミリーが関与する複雑な
植物代謝メカニズムの解明に大いに有効であることが示された。
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